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RESUMEN. 

El potencial patógeno de Salmonella o de cualquier enterobacteria depende en gran 

medida del reconocimiento y colonización de un nicho adecuado para que se 

desarrolle la enfermedad, este reconocimiento es generalmente mediado por 

adhesinas que se encuentran en la superficie del microorganismo. El género 

Salmone/la incluye diferentes tipos de fimbrias, 'entre ellas a la descrita como "Long Polar 

Fimbriae" (lpf). 

En este trabajo se han identificado los cinco genes que componen la región del operón 

/pf en Salmonella gallinarum, dichos genes presentan una alta identidad a nivel 

nucleotidico, como a nivel de aminoácidos con el operón /pf de 

Sa/monella typhimurium y de Escherichia coli enterohemorrágica 0157:H7. 

Los ensayos de adherencia muestran que S. gallinarum presenta un patrón difuso de 

adherencia en células epiteliales tanto de carcinoma de laringe humano (Hep-2) corno 

de carcinoma cervical humano (HeLa). Los ensayos de invasión en células Hep-2 y 

HeLa demostraron que S. gallinarum es capaz de invadir desde los primeros 5 minutos 

de infección y, a la vez, demostraron que la adherencia es un paso primordial para que 

se dé la invasión. 

( Sa/monella gal/inarum, fimbria polar larga, adherencia, invasión) 

Este trabajo fue financiado por los siguientes proyectos: 

• Desarrollo de herramientas moleculares para el control de la Salmonelosis aviar. 

Fase 111. PAPllT, IN-223398. 

• Desarrollo de herramientas moleculares para el control de la Salrnonelosis aviar. 

CONACYT, No. 27669-8. 
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ABSTRACT. 

The pathogenic potential of Salmonella or any other enteric bacteria, depends on the 

ability to recognize and colonize unique niches along the intestine. This event is mainly 

based on receptor distribution and environmental signals leading to the expression of 

specific adherence factors. 

Salmonella possess multiple fimbriae, many of which play critica! roles in attachment to 

epithelial cell suñaces. In this work, we have identified in Salmonel/a ga/linarum an operan 

consisting of five genes, lpfABCDE, these genes are closely related to the long polar 

fimbriae operan of Sa/monella typhimurium and enterohemorrhagic Escherichia coli 

0157:H7, as in gene arder as in conservation ofthe deduced amino acid sequences. 

Adherence assays showed that S. gallinarum had a diffuse pattern of attachment to Hela 

and Hep-2 epithelial cells. On the other hand, invasion assays showed that S. gallinarum 

is able to invade since the first five minutes of infection and that attachment to the host 

epithelium is an initial step of pathogenesis. 

( Salmonella gallinarum, long polar fimbriae, adherence, invasion) 
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INTRODUCCIÓN 

Generalidades 

La sobrevivencia de microorganismos en diferentes nichos es dependiente entre otros factores 

de su habilidad para adherirse a ·superficies o sustratos;· Ef·.proceso'de adhesión implica una 
' ; :::e:·: . .:: ~-:-~. :;. :) 

interacción entre molé~ulas;·:complementarias:::en •i •. las. supeÍficles<Involucradas, la del 
' . . . .-;.',". ,,:~.: --~---·-i· ·_:~:;_-~:.'.-.,~,. ·,-___ .\ ·:i.:·.\::_.:' 

microorganismo por una parte y, el · sUstrato por otra.<óaCio·: 10 .·anterior, el desarrollo de ' •' .: • ' '•_•:' ,',,_·' ;"~;,-:"; ;:~·~:· -,.,~ "-, "•' '•' ', -,-.: :{ '.: ,,,~ .. ~:v: •' -2::.~ • {. '-::..:3:H·,, •;,~~;- ~.>::,·'°~•' : .. ,~.----"·. -~ ' ',' " 

estructuras especializadas para 1a adl'1~51é>~'~s Un P;º~-~~º i~nci~rri~nta1 ~~ .todas. 1as céiu1as, 
, -. . - ;· '..,,,,-_ '::'',\'. '-.;•,:.: ;';_ '.,,_,,_ -' ••• ' .. _; • . --¡< -~<-:: -:.~·,_, ·.·>.-:~~ :·:e<>;-~,~--~'~:·,·_;';~'-.. <-' '_ <,!: .":•·•-·' .·_·, ', ••.. ' , . .• 

aun en las patógenas 1• · · ·. ·: •• ?Gi' :);,; ,¡ · • T •. ¡·:~~-;, :.{f" · •• :":· '.'. .:.::-./· • :· · ·· 
.... :;.'•. •· •: ·:''.'./:·••: ·.' , :ce;.:.·.<•,:;,_ •. <· '"'··L. ::-r ·''·' '-' •·: >_:·.:,,:}· 

··<·;.;t·: '. ".";'.(·~· ~· ., ,,,,; "" '<'·,··,·,· .<:."':·.:_·?.> . .'. 

La. bacte,las pa~genas ensam~;~n,J~b,•, :, ~:~é~c;1¡ .:~~~'"~;; :. ~l(Ul:ncl: que si Ne e 

como organelos que les permÍt;~/~~ti~lí-~~~~: .• [~-}~~h~~~~cii~i'~~:\a·b~~t~r~~'a' la~· células 
", .~ · . ''_; . . .~: ·:·-·; "· '.' · ;• "' f/ '- :;co,.- ;:.· :._f,:,·:.·; ,, ' ,.~. 

epiteliales del hospedadc:lr; ~'~!\:in :Jfn~6.fta~te·'e,v~nto_ erÍ; la)patogénesis de. infecciones 
.;. :·:> '·_;¿~_~,·:.~~~\;~:?~?-~--~ .' .. :'~:::. - -"/~~-. ·~\'(>' ·'?:>~ ., . 

Intestinales, 'esp',7):'~i~t·~l'."7~)0 ~\¡~~~;.}•_.{ é ,•• • ,; ••·• 

La capacid~cfcie'~ai~~é~i-6~~~1~f~~,:~:~1f9~A~~16~·~~~é~d~t;r~¡G~J~'·por-1lr6t~i~~~s'.~~~~cía1i~adas 
llamadas .• •.adhe~i~asXLasi;adheslnas'.Uen.~~ )ma estructura que •• les .permite reconocer 

moiéc¡jl~~ ~~4_•,e.'._,_:.:_§t~~,"{~n_-·{.•.-1ª~;-~,~~foí~r; ,~;?; ho~pe~ador, . , llamadas rec~pt~;r:i. · con una 
- '.~;;'.;~;' _., -

especificid~d e~t~~~\:iq~in:;i¿a. E~ta' ~!5pecificidad entre adhesinas y receptore~ tiene un papel 

importante '.~ri,--:d~termi~ar' ~1-t~~pismo de hospedero y tejido en diversas bacterias 

patógenas1 :2.~Y,5.:; > 

Durante su:e~ol~ción, las bacterias han desarrollado complejos y variJclos mecanismos para 
-·-- ,. ' . - ',.,... . 

presentar adhesinas a receptores eucariotes, que promueve;·ía ~nió_nx~ colonización de 

mucosas y en muchos casos la subsecuente invasión de. esos tejidos. Apéndices 
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extracelulares largos, __ que· semejan~"cabeUgs .son ____ producidos _por •. la-~ fTlé)YOría de _los 

microorga~ismos patÓgenos G_ram negati~~s. dichasestruct~ras son .llamadas fimbrias o pilis 

la ·membrana 

en -la ;me.mb~a~'a externa ( long polar fimbriae, 

-.. ~s~~ ;-r:~::..~ . -~=-·__,,_: ~-· -~~··_ -
~~~·<:;o-:'.~~:-·-',,~~:;;_.-~"'· 

Aunque adhe~inas afi~briales han sido descritas, incluso algunas son secretadas en formas 
, ·.• ;:,'-· _:r '.."'..: ,:' ·-:'''< ~.,1~":·- ·- - · · 

solubles par~:'f espués:~nirse conJa bacteria, la adhesión de las bacterias a las células del 

hospe~ad.cir~;~t~:·;;i~:~'.i~~lrT1~-nt:-mediada por fimbrias o pilis1• . 

: ~-?·-:'.-- ~'-f'.c:.~·, _,' __ · __ /:-... 
-< :~' . .,,_.: 

-:_o.·,_,-·r.co--;<- --,-

Desde su' d~~C:Gbiri~~ento, diversos trabajos se han realizado para la clasificación de estas 
... ; .··_ (:~:.::· <;•;~· 

estructuras~ OúgÍ:Jin -~i al en 1966 sugirieron que las fimbrias de las bacterias Gram negativas 
·. . . --·---';:':-·-

fueran clasificadas en tipos de acuerdo a su forma y su patrón de hemoaglutinación. De esta 
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forma, las firnbrias_tipo 1 comprenden fimbrias rlgidas con un patrón de hemoaglutinación 
-- -- -- ------··- -------- ,~-~ ----------- -- ----- :_-_-__,_-=.- -'O" • 

sensible a níanosa (ver:mas adelante); lasfimbrias tipo 2, las cuales están ~erológiéamente 
~ ~-

relacic>nadas·con lás;fimbrias. tipo/ pero n~producen.hémoaglutinaciÓn; las fimbrias. ilpo •. 3. que 

se refiere ~/ i~~ "fi·~b~Ía"~', i~~isi~n\~s {~~· 1~~.~~s~t . ~l~~i~i~f} ~;~~- :'~~n '.: C:~~J~~~ .. ~n las 

En-tero6~~BEr~~f ~8,:~i~f fr~],~1~~~-~t~~'~%~-~~z;~~{'!¡~;~~·,:[;ii~:~~~~~Ji~~;t1~;fr~::~f:~fiJ~~~~~ªs -que -. 
poseen úna · N:metilfenilalanina :en:su .extremo aminoterminal .·de· 1a_:subunidad principal; y las 

fimbrias. ¡; ~6¡¿ ~·~~~-\·~J~r;;;~:~~~~-:;i~::;~f ~~,t~·ii~r~'i'~:i'~~~~~:;·~~~:}~htt~;~f~> e/ ~~:~ri~uentran 

::;":~~i~~~f f l~iii~f if f ~~~~f~I~~j¡f~¡¡4~{~f~r~~;e,,::"":;~::: 
que son rlgidas~.(aproximádámente.:?.nm:de: dJámetro) en las :cüales la subunidad principal es 

distinta····~:e¡~~· :f!~~,~~-~t.~~\t~~:;&!'~{ª',1~;:~d'~-t~1~~-.·f~fa~f:~·+f~i~\·g~,~~E~r~~d.e~•.:estructuras 
delgadas y.' flexibles : (< :T\; nm ':en, diámetro) que. frecuentemente '.•aparecen . como ; cápsula a 

• :.: .. '>~-:- ::~~-~t~~'i!.{1\:··,;,~J:r~t~;~~:.'.l-~i~~,(~?N:i~+·-Ji:·~~:~··:~t·:\:: :-· __ ;_->;.. . , . . , " ·.: }·.·:-._~~~\-~·:<-\~-~~:~:~}'.~}~-~+:;_~f;_~:~:!:~::tr:\,_'.~i'~\;<- ?!'.?-:.--\;(.~<:. ::·-~·~.:~, _e 

través de¡ microscopia, _ele,~~rónica y usualmente la subunldad rnªY()r .. ~arJ1blén: fun?io,na. como 

una adhesiri~·: ,;,t:~1s~~b:~¡~ificación dentro del grupo 1 y el ·~rüpo <;I c'l~~ifica fimbrias 

indivlduai~~~t~~·-~'.~:·~p¡~~-l~~nte existe una clasificación la cual sei~-as~i;~·1~}~r~~ ~~que las 

fimbrias son ~~-~ambladas en la superficie bacteriana, de esta clasilicaóión se habl8rá más 

adelante. 

Las fimbriá~·c so~ est~ucturas heteropoliméricas. El cuerpo de la fimbria está compuesto de 

alrededor de.1CJÓO rnbnómeros idénticos, conocidos como subunidades principales y de 1 a 10 
-., -~ . :' ·~·-::~; .]:".!-... '.: : .-:: .. : : 1 

subunidades ~~,~~~es.distintas. Las subunidades principales o una de las subunidades 

menores'))ued~n' ser\tir como adhesinas, mientras que otras subunidades, comúnmente más 

grandes,'s~·en6uentran localizadas en la base de las fimbrias intercaladas entre la membrana 

citopiasmática bacteriana sirviendo como protelnas de anclaje de la fimbria a la misma. La 

microscopia electrónica ha revelado que las fimbrias pueden variar de diámetro y largo. La 

longitud de las fimbrias puede ser hasta de 1 O µm y el diámetro de 1 hasta de 11 nm, aunque 
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esto puede ser efectodel procedimiento de purificación de la fimbria y el poder de resOllJción 

del microscópio electrónico1
•
2

•
1
.
0

, . ' .. · 
-;_ ~. ¿_.---

Existen ·otra~ ~s~fa-~t¿rél~, qu~ median también ' la adhesión bacteriana. Entre estas se 
··.·;.·' ,,.._ ¡·::·-,· ,. . . - ' 

encuentran-;~1~Ti~8#~H~~~érii:lo; •'proteínas 'cie 1a'memoran'a e>tterna,-peptidoglicano~·· ácidos 

teicoic;s, áci~o~ -t~ib~~Ó~icos, fla,gelo, cápsula~ y capas s, lo cual nos .hace pensar en el 

importante papel que tiene la adherencia en la sobrevivenciabacte,riana 1 • 

Adhesión. 

El primer paso en la adhesión bacteriana es la unión inmediata de la bacteria con el sustrafo, 

lo cual es un proceso reversible 11 La .adhesión de, un microorganismo a una_ supeñicie está 

determinada por las propilcÍades fisicoqufrnicas de I~ :up~rtície de ia bact:~ia. Si el , . ., 
acercamiento .. a. la .. s'úpe'ñ/cie"es .· d.esftv.orable,ilabacteria· ·ciebe romper esta ••• barrera de energ.ía 

para establece~f~~:~;~~t'c~ 'ªi~~~\~·r1bR~~l~,f'~~t~~~ie .. Sólo cuando la ba~~~d~ :e~~~~,~~ una 

:::~::: t~~l~!~~1~i~iii~01t::~:~~::::::,:::~~JJ]f t,rit~~~~: 
'--~:~;~:~:~-~<·'.' ·' ~ ,;~~;;·:::~~: t·:'f_;~:::~;~·\" ?~.t~'.'.'~-J~~~~~~i~~- o. o . :·.:·/;: ' ,. - - ;_~.,·-· 

La atracci<lr:~ ;~~~~(~~i~l~n~~C,ti~~¡ : u~a supe<flcle p~·~~ 'o?' ~tsc~~' :n ténnlnos de 

interacciones ;;.col~idales;.;~Coíl5:ecuentemente. la fuerza , de V; la , interacción depende 

parámetroi,,;::n:si~~~~l~,~g:·;\·corno energía ;ibre de ~·~~e~·ci~ y densidad de carga. 

de 

La 

propensióri'.d~·1~::·b~;6t~ria~ara adherirse a superficies ha sido analizada contabilizando las 
·-:: .:::, '. - ·1,·::.~ ·~ 

bacterias q~~~'¡)er1Íú.lrÍecen unidas a superficies después de una incubación por un tiempo 
:. - •; .- .. -·. -~ . -:;~::-~_ ·, ,,; 

determinac:J~i:i 1 • 1 2;. También se ha empleado la microscopía electrónica con métodos como la 

tinción negativa, en la cual un compuesto con una densidad alta de electrones (número 
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atómico. alto) es mezclado .c,on :1a .. muestra, a an.alizar. Estructuras e.arria.· fimt>rias, flagelos 

cápsulas, capas S,. membranas. y· peptidog.licano, pueden ·ser. identificados con· esta técnica, 

inclusa·. es po~i~le 8e¡tei~i~ar que estructura~ de la· superficie e~tán ·an,c;onta~to ?ir~c:t() con el 

sustrato. La r~~olución• cb~ esta.técnica es de aproximadamente i ri~.O.tr~ té6nl~~ ~~~da es 
::,, . ,,_,,,. , .. -· .. -

"3''· 

. ia uniónda··~a6t~~r~~··í:roetyl-sepharosa u otros hidrocarbonos unid~s~Jlérl·a~~: 1_2:í:J.· ·:~.·7· = 

Estos estudios han. permitido establecer que la hidrofobicidad está inv~IJcrád~ eri varios 
-:·;,¡ 

fenómenos de adhesión bacteriana, incluso se han podido establecer lossig~iiirites·r~ngos: 

HIDROFÍLICO 

! 
HIDROFÓBICO 

Ácidos teicolcos y teicurónicos. 
Cápsula. 
Peptidoglicano. 
Llpopolisacárido, 
Ácido Jipotelcoico. 
Fimbrias.· 
Flagelo. 
Proteínas de la membrana externa .. 

' - . . 
- ::· . .- _- " .-

Finalmente, la.· adhesión. ent~e.: receptor y ·a·dJ.:1esin~#: está.determinada. por interacciones 
",~ -. "' 

Coloumbicas (interácé::icíne·s iÓnicas)/por•pu~rit~s de hidrógeno, por interacciones ~ic:lrofóbicas 

y por una compleja coordinación de iones multivalentes. No hay otras fuerzas conocidas 

involucradas en la adhesión 1•
2

•
12

• 

Estructura molecular de las adhesinas fimbriales. 

En 1977 Ofek 1 sugirió que proteínas con propiedades de lactinas podían funcionar como 

adhesinas. Tiempo después se encontró en E. coli una estructura capaz de aglutinar glóbulos 

rojos de cobayo, lo cual podía ser bloqueado agregando manosa u otros disacáridos a la 

reacción. Lo anterior hizo considerar que varias adhesinas en la superficie bacteriana podrían 

tratarse en realidad de lectinas bacterianas; sin embargo, se encontró que algunos miembros 
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delgénero_Staphy{.ocppcu~_YS.treptococcus expresaban adhesinas que carecían de actividad 

de lectina, lo cual hizo reC:on~iderar la naturalez~ de la!> adhesinas1
•
2

• Actualmente se conocen 

diferentes rT1étC:Íciri~·.d·e•a~hesiónque .. i~~1Jyen·río solamente lactinas, sino también sistemas 
,. t'·' ·' ... ," r ·-· , •.. ····~.,:· ',' ·· - -··,. i>>c - '•. ··. ·: 

complejós de:'tran~l~c~ª!6:~'!;•c!e\reéeptores".éomoilos· descritos en E. coli enteropatógena 

• "j ''" '-'." -~o--~- ~.o;o= ~<jj~=-- -- --
(EPEC)31 .. 3.·.·2·.·.3.3 :·.:.-.•.·.:·e·-.·•.•.-.'.""·····~.· .•. °'". ~-.,-.~ .. •.·.· .. ·.;.·.' ... ·•.·.·-. ."'7_· . - - - - - ~ -- ~- . -- -:-_:'.:~-~'._:._.~·-,,:e·. x.·. 

:··:.;<.o<;:}~·--.'~:~·_'. '•-·o -·'.:f:. ·;-'{;:i:-'--~_:'.;''.; ---~'. -.. '""...: .-;' :::-;----

. .__ ----~-·:.:\·. ~::~;· ~:~'.',.-::.;:~ ::~-.::~·- ,;_ >.-,:- . - >::.-<· _ ... : -'.:·~;-~,: .": "; >../'.' .. "<; :~--;-~· 
-··-... _"'.·~-::;_ .::·· ;-~-_:._'.:{~·-,/;:t~< :'\!~-:- "¡ -~i~~>~>~:_; :·-~-'.~-:-~.~-<"<:~~:.:::.,.·~:,~-::.·'~<.¿:{,·l./~_ .. ·.::·.-:::--'.·~)' __ >::_ (:>- -: ., ·.' ., ·~'- ' 

Los primerós trabajos.énlo qué s'é refiere'a·adhesi.órí.en,la.familiá •. Enterobacteriaceae fueron 

hecho~·· e~·';c¡~f~~~~Vg¿r:f'~J·~~~i~8:~~~~'"·(-1 ~·~~t~ ·~~¡;~6~tc1.~.65)-i;.- qllienes ·realizaron 

estúdi~s .~i~t~~~~~~~'.g;~·~t~~Í;i~~~~~ H~~~acilutin'antes. ·En est~'s .. tf~~~·~\os ·. s~:)~do observar 

que. varias·:bacteria~··ag.lutinélban •• eritrocifos. de diferentes·especie·~.1~~;i~:~I;~;. •clasifi~ando las 

::::::rz,~~~~~~ffe,~[~![0:~f.:::::::~ :~~-:~~:~jJ~~i~~~~:~:,:::' 
Estas bact~ri~s fu':ír~'n ·dJ~j·g~adas comó manosa sensibles (MS). El ~~g~rid~-g'rJpo aglútinaba 

. . ,·. ',);:,~:<·:.-:.''' ,~·;'ff,':'~::~f-~.-.":.:.· - . ,, ·' .. · .. ---- .. ·-

fuertemente eritrocito;.;. humanbs, lo cual no era inhibido con manosa, a este grupo se le 

denominó manos~.;~SilO~~~i~~YM~). En el grupo de bacterias MS fueron,identifib~d~s por 

primera vez la~ fimbrla~~:14 • 

A partir de los trabajos anteriores muchos más se han realizado y actualmente se cuenta con 

una descripci~n:~etalÍadade carbohidratos que bloquean la adhesión1
• 

En lo que;.se r(lfi~re a su biogénesis al menos cuatro mecanisr11os de ensamblaje de fimbrias 

han sido descritos en los últimos años, los cuales son: 

1.- sistema de chaperona-acomodador 

2.- sistema general de secreción 

3.- sistema de nucleación-precipitación extracelular 

4.- sistema alterr:io de chaperonas 
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Para cada uno de estos sistemas existen modelos prototipo que son los más estudiados. El plli 

P y el pili tipo 1 (sistema de chaperona-acomodador), el pili tipo IV (sistema general de · 

secreción), el curli (sistema de nucleación-precipitaclón) y el pili CS1 (sistema alterno de 

chaperonas)15
• 

Sistema de chaperona-acomodador, Pili P y tipo l. 

Más estudiado en cepas de E. coli uropatógenas asociadas con pielonefritis agudas, donde 

parecen ser un factor primordial en la colonización de la vejiga y virulencia deltracto urinario. 

Lo anterior fue comprobado cuando E. coli expresando la fimbriatipo,I desde.el cromosc:ima o 
•" 

desde un pl~s~ldo.colonizaban más quelas mutantes :ue careclande .dichafimbria.Ade.más, 

la fi~brl~ ti~:~.l~·~~~;g~f :i/B~·:~~~~pt~~·· de. ·~roplaq.ui.na 'en: ICI~ ·¿é·l~l~~·:J:~~1fa!~;~~ .• ~;•·'1'~ ··;vejiga 

promovienc!a • 1~ ~1f'.611acil'iA .. La expresión cie ·esta fimbria prese~t~ ~~: rt1~é~·~¡~~ci de. variación 
.·-'-·.""-: ._;~,,,,\._-: '·'"•':"-:.-•-'.; ... ,_ .. .'_;·- ·-:· . ·. -... ··>- ·,·.' ,·"==~-: ~-.. _,;.._=·:_,:.:_,·· . .-~.- ... ---··'·:.:•_'~:: .. ,·:·-":.-·· __ ·:;.<.· ,, - . '. -

de fase, en'1ii·•¿u~I 'f~t~~¡,~bíip~IÓn cié•susgen~s estác~;iitroiada'·¡)~r uri pronío'tor.co.~tenlc:lo en 

un segm,éntc;i. i~~~&!~l~·~ec;14 pb;:En. un.a orientación. est~ e,lém:rito: permit: • lél '.transcripción 

'·~{ .. :~:-~": 

En lo que sci,refl~r~.(~·1~ifrC~'.t~Íllbi~n ~st~diado•en c~pas deE.'cohuropatógenas; ésta.tiene la 
---~·>·.: ~ {,:~<~~~~7~.'~i:d~-~?-~~~::t;\?~;\~~.~~~~\~;:'_'l-~?;:~~:·;~f ~~:. <~:·'::--.-;>;?· :'-.~· .. ~:; ,_;_:.'_;):" · .. :<~ ··'. :... :::<:~'.~ ··::.~ -~>:·.: _:_ ,;.::, ;_' .- .:'.~--~ ,· -.. '. .. :-'::···:. "-,-:~:: -, -

capacidaC:l de ·;'l16irse:á: un; ci:;,D~ galactopironósll~ (1 ~4), galactopiranósic:lo presente en los 
··.:o< ·--~~; ''-'..\~.~1-<' ': . <'.: .• ):,)· 

glucolípidosi,d~).i~~~·ni-~mb~anas. celulares del epitelio del tracto urinario17
• Once genes 

organiza~~~~W~'¡-~~¿-;¿~;:~a~ son requeridos para la expresión y ensamblaje de este pili15
• El 

-~ >; ~.; ·,,,_:~:p:--<"" t:: .. ~.? -

gen papG codificaa la adhesina responsable de unirse al receptor en la célula, la eliminación - ;· ,, . .,. , - .. 

de este. g~~; ~6 afecta el ensamblaje del pili; sin embargo, resulta en una pérdida de la 

adhesión. La protelna PapA forma el cuerpo de la fimbria, agregándose en forma de cilindro 

helicoidal con 3.28 subunidades por cada vuelta. La fibrilla localizada en la parte distal del pili 

·---·-- ---------
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está formada por varias subunidades.de. PapE arregladas tªmbién en hélice. ·La··adhesina 
• • • - •• ~~. 1 .·- - • • • • • • " • - • • • \. •• '· •• -, .: ' • • • - -

PapG esta unida a esta fibrilla por PapF y la fibri!Í~ se une alpili por medio. de PapK (Figura1). 

PapD es el. prototipo de'!~ lti~peronas periplásmicas que dirigen et.:Sn~a~~lajé Eln él .sistema 
-··"-_..,:-~<" ~;_:·: ·,';. }-:· ~; ... · - ;_,_·._;_:':. F:-/;·,'- -. 

de chaperona~acorriod~d.~r/q~~ in6tuye a más de treinta. miembros.~apD'~sUn~ próte.rnacon 

forma en .~:v~~-qi"a·;~'gfi~~:·~6;,~d~iminios similares a mo1éf¿¡~~agiffri~%~,~~d1ii~~~, Las 
•_.:•,".· 

,._.... '·,:--· ,, ' 

grupo de chaperona-acomodador se encuentra también la ftm~ri~ '.;Flm", CJ~s6rita en varios 

miembros de la familia Enterobacteriaceae 22
•
23

• 

Sistema general de secreción , Pili tipo IV 

La formación del pili tipo IV requiere de la expresión de: 1) una prepilin peptidasa que corta la 
.. . . - ~-- - ~ -

secuencia señal de las subunidades, 2) una prote!na integral de m~rribr~na: int~rna, que sirve 

de plataforma para el ensamblaje del pili, 3) una proterna eón aétividac:i de.ATPasa, asociada 

con la membrana citoplásmicay 4) una proteína en la membrana externa que' forma ún canal 

que permite la trans.locación del pili ensamblado. El ensamblaje de este pili parece ser 

independient~'.d·~·~s~¡·~G~i~~r'.'gháperona 15 • 

.. :'.-'./''·,_ -~ ·-

- ,,:» .: .. -. -- : -, ~ ._,_ 

El pili tipo. IV· es expresado en una gran variedad de microorganismos patógenos. Estas 

fimbrias median la adherencia a células epiteliales, la autoagregación bacteriana, actúan como 

receptores para bacteriófagos y median un tipo muy especial de movimiento conocido como 

"twitching motility". En EPEC una fimbria de este tipo denominada bundle forming pilus (BFP) 
8 
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está codificada en un plásmido y)iene un papel Importante en)a patogénesis de las lesiones 

producidas por este microorganismo 24
• 

25
• 

26
• 

.. •'":·· ·:' 
---·~ :"~~,._~-~·-t-.'..:··- .. 
. , .... ' 

La. formación .de e~te piU ~~. E.· coli, es ~e la ••. for~a. siguiente: después. de la translocación de 

'.:c~~~:~:i!~Y:,f Í\i~i~~~~l~[~f~~·~;t:ti~~~:Er:~ ::;~~S:~::::~ ~: 
:/-· ,.: " .. " ~~?t::. -~~i:·~~:,>:((~--;~;~-~t~f\Y)\~;t {:~--- .,",":'.'.~;: .. :. ;~;é ,_:. ,,·:~_,,, --::' -. :. ~~----_-,- .:.--:/ -. _,, _:_.;_:_ . /;·'": :<-'·· .-- ., . ~>-·- -!_.:·:<. 

terminal' hidrofóbic·o; mientras qUe el extremo: C'7terminal •hldrofUico está orientado hacia el 
.·, ' -- '. . '.{:: :~:~·?}:~faih:-; ~ ¡_ r:~~(;~.1:~~r~ :::YiI~~~:l~;'.~i }~'.~'. ~ ~;;~·::_ ~r.=:~-- :~+;:]~/~ <:::;S?:~( :Ti~ ?D"'.: "~?~t'..:}:~~:~;D~:;-tf ;··~:{~~h~-~ ---~~:-~:~{" -~~--jF::F~J-~r ::.~~:~~:~'~:,:·~\·.~---~~ -: . 

espacio periplásmiéo;'Lcipeptidasa señal'PilD remüeite e·ntórices·la secuencia lídeídesde la 
· . ~: ·:.t~·-. ¡·> .: .. J ~~·=-~~::D .. :·.9:./\ ~/\~::r~:~·~·\; {; .. ::~:~(:'.-~~~~-~-:;~-;);;~t:·¡:_:.·_:{y~¡'..' "~~~~·i.'.; ·:?·.'i~-~:: ::;L·f~>~~<!~~:;;~~;:_~\D~~;·:-~~~j;_ .. ~-f~ ·;-:\;i::~;~~~\~}f;.}:~:.;fJ'.~;(·;~~-:;:,~:.<:· .: , ~_-.. ·:. 

membrana interna;; para·generar la subunidad. PilE madura la cual ·puede entonces comenzar 
_ ·;-.. ·\·> _: \::~:·;->,T~~~t~ :1

{;: _< :·: i:~~-~_. )~~;;:\~ ).?'.'.: :i~~-}; i ;~¡;¿·:T Y}~~;.-~ ,:;1~._:<~~:,\~~~'.) ·:~?~(-";\~~~:.-:~ ~:./,;¡\ ~~f ;~:\·:;~:~~:; .. _~~",.:~~:~Jf.+~.S~j:: :~ ::;~\;.-:k~;6:·J; ::{:·~:: .: - .. -· 
a unirse para ensamblar..el·plli .. Los factores, requeridos para este ensamble posiblemente son 

.- :--,~;-. : - ,e:_. ·-.-:~; :·-'::~:~~.~;~;~;\;<~-~ .. _, __ ::;·'..6~;,;>~; ~.; . -.+::{;~· ~~--E:-:'~~~i;~:t·~q::~ ~ _-:~~;~,~--..·~~X,~:-·~,.:~~'.;~_: __ :\:;)~{::.;::: ~~-.'.t)::~j~/ :;¡tL~:;:::_:~{:,~;.:: _~f} .~~-:--~.~;;.~~-. ·--~- .:/,;:;·'.':;.i -·~· --. : . ~'. · . -
proporcionados por; lasprofelnás Pilf"i' f'.'ilG·y. F;'ilT; La ·¡,rotelnápilF ppdda funCionar.'comO Una 

estabilización.de>PilD,;y·pilf",·.~UT/es;~na_protelnaunidora:.d~\í1U~leót1.~°:s Y,se.ha~r~puesto 

que. tiene:un_~~g,t1~,i'.ri~g;~3}~'j~~;'.;~f~~~~,e?;~~·~~!tt~Ít~~F~;:~~fÍiit~;.~~~~)t.·r~~r~~~i~.~ .• d~i •. pi1i; 

El pili ens~rnbla•cl~iestransl~cado'através •. de la· membrana·.extern~ p~runp~ro formado .. por 

varias un'i~~~~;¡~~~:>g¡~g'..::¿:~;,1Í~;b~;6t~t'~·a•pil;parece .. estabilizar .la e~~:~~i;n,;d~~~:i¡~··.~~~o un 

multlmero. PilC es una adhesina que parece facilitar el paso y el crecimie.~to-~e~~te or~anelo 
a través del poro 15

•
26

•
27

• 

Sistema de nucleación-precipltación extracelular , curli. 

Mientras que los mecanismos que se han descrito en torno al ensamblaje de un pili, 

comienzan desde la membrana interna o externa, la formación del curli ocurre fuera de la 

bacteria por la precipitación de las subunidades solubles secretadas, formando fibras delgadas 

en la superficie de la bacteria. En E. coli se han descrito dos operones para el ensamblaje de 

este tipo de .fimbrias conocidas como "curli". El operón csgBA, en el cual csgA codifica para la 
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subunidad principal queºforrna _el_'.'cLJtli" y_csgB_ se ha propuesto que codifica un nucleador, que 

induce la polin1erizaci¿n de csgAen I~ superficie de la célula. El operón csgDEFG codifica un 

activadár tra~~crip'cibri~1fiparacla'·io'~máC::iÓn'de este pili y de tres factores putativos de 

ensamble. lJnb:Ú~-ellos'Cs~~;'~~-Ll'~~lip~~r6telna que se localiza en la membrana externa. 

En ~sitausei~f~.'f~~,f~;~~fí~{~1etif m~~!~~Sil~\/0:; ~ '~abo y parece que CsgA y CsgB se 

encuentran· en rápida degradación prot~oliÚca~ CsgG podrla ser una chaperona que trabaja 

junto con otras para translocar cada una de las subunidades CsgA y CsgB y evitar una 

degradación prematura de dichas subunidades 15
•
28

• 

Sistema alterno de chaperonas, pili CS1. 

Este sistema también utiliza un grupo especializado cje chaperonas que son distintas a las del 

sistema de chaperona acomodador. Los pili CSf; CS2 y lá ,fimbíia CFA/1 representan 
- '' - "" 

ejemplos de este sistema. Para el_ caso del p·Ui-~~1. -1á'c~D~P·e'roria:CaoB forma complejos 

peripiásmicos con l_as subunid~des, j~ir~;¡u·r~l~~:.;~~1~-~i1i •. '.i6~:~AX~.-~60~. los cuales son 

:::~~lf ~~~iíf~i1i(f iítl~Jlll~~~:~:::::::::p:~:~: 
homologlacon las secuenéias.C'.:-terminales.de·residúí:>s-hidrofóbicos alternos, encontradas en 

las subu~ida~~A:i~tl~i~f +~· ci1~~~f~BE:~~g~~i~;~;{.·:·c;6'o~ ~s una protelna de membrana 

externa que funciona como u~;.canal!para '.ele pas_o,,del pili; CooB estabiliza a CooC en la 
. . . ' ' •.• '· '· .,, ,. ' :'-····:; • ~. '• ' ;"'' '; ... '!' . , •. ~ . "' ,"•" •, .. o ,. _,; _,' - . ,;, '-> _, ' ' 

membrana ext~rria·'ys~ ~-riea.ést~·-··ª!1 ii~sericia,de,cÚalquier otra subunidad 15• 29• 
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A. B. 

... ,,.,. 01\I 

____ j ________ _!.::ll\.:.ul I 
.,...,,-· l'illHrt<1rrr ... 

D. 

o 

IM 

Figura 1. Esquema representativo del ensamblaje de las cuatro tipos de fimbrias descritas 
en este trabajo. En A sistema de chaperona-acomodador, B sistema tipo IV~ C Sistema de 
nucleaci6n-orecloitacl6n extracelular ven O sistema alterno de chaoeronas1 

• 
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Los cuatro anteriores no son todos los sistemas d~scritos, y~ ql.u:i existen otros modelos de 

adhesión, sobre todo en bacterias Gram positivas, que no han sido considerados en este 

trabajo. Para concluir esta parte se muestra el caso especial de E. coli enteropatógena con 

sofisticados mecanismos de adhesión. 

Escherichia coli enteropatógena (EPEC). 

. . 
EPEC es la principal causa de diarreas infantiles de origen bacteriano en paises en desarrollo. 

La diarrea es consecuencia de las lesiones que esta bacteria pr()d¿~~ enel intestino.· En el 

intestino o en cultivos in vitro EPEC produce dos fenotipos de ad~ér~~bi::J~;:tiritosy conocidos 
"• ./~, ·,·,<.::,,• ';,",O•l ,v,\·•-; '·,,,i~> >";'t .• ~_·.,,· ) " 

como adherenci~ •.. local_i~~-da .· (A~)_._y·•_a•d.herencia Y·_.esfacelami~~nt6\(~1}.E).:·Enc~l •. ~-primer .caso •• 

::,:c,:,::::.i;¡.~~~Ji;i~~~~~i~·~~~]i~~~~~~~~~f t:ii~~rr~:~rrl:: 
necesario para la· formación; de' esta· .. fimbria;• er cüal.se .encuentra· lócalizadó •en :,un pláSmido. 

La fimbri~·_.ti~o····1v.'.~i'f ~x~t~~J~-~~·~··¿~~··ampli~-$~~~~'.~~;~t.fü~;¿;:¿:9~~{~~~~,·~;t¿:~~~:~~·~st~~ 
fimbrias no's'ó1¿ •median la'é'adhe~enci~ ··a C:élU1~s>de'1 ·tiospederÓ,:. tárTibiÉln permiten la 

agregación ti~a~N~~:~ y ~i~e~ c~n1º recegtor2~ ~~¡~Ti:~~:36.31 .;2;;: ..... 
'-~·~"--. I:~·:_:'",• < : <~~· . 

. ;·'"~~)-· -_,, 

El segund() 'fe~otipo/ la lesión A I E, es el res~it~c:io;de un complejo sistema que permite a la 
~. ;- ,~- -~;:. ,' 

bacteria trai:i_slocar la protelna Tir, la cual es el receptor de la intimina, ambas proteínas 

bacteria~a~. Una característica especial de la A I E. es la formación de pedestales de actina 

por debajo del sitio de adhesión, junto con una destrucción de las microvellosidades en el 

intestino32
•
33

• 

·---------
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Coordinación de señales en la adhesión. 

La habilidad de la bacteria para reconocer y adherirse a una superficie especifica es un 
' _,,, ' ., 

aspecto fundamental en la ecologla microbiana y en la patogénesis:\E p()lies la caÚsé) más 

trecuente de infecciones en e1 tracto urinario, 1amay~r~~,~~:·~~-·~~c~ií,i~~~im'~ifc~·c1~-s ~:A~estas ·· 

infecciones .son .capaces·d·e•expresar•. so.bre .su. sup~mcl~~difere~t~~~tlp~s·d~· •. ~ili. Cu~~do •. la··. 

,;;:::;;, ;•:,_,:\~-~'.·.· '"> ..• ' 

,,.; 

sistema de· adquislélón.Clé:tiiefrO'én·la bacteria, el cual corisiste'eii protelnas 'de'alta afinidad, 

captad~ra~.·y~:~+;~~~~.·~¡~'.~t~~f ~~:~j_~~~Js~;&ji~~ff;t~0·~~-~~D~·:r0~;~1~:d.~;\+~;~ir:,6;·q.~! i.sI~en 
corrio receptores para lós co111pl~jos sld.'.".rófc>ros~hlerro.· SI el. f!lrS, es bloqueado en la bacteria, 

:p::1::~~F4C.~;t~¡~~~~~~~~i'~f Jgb"' ~~9~P;~'"'· éo~ lo cua: pleide '" 
··: --= :- .. -- ~:!;:;:f-.- ::).,·'..;·~·: ~<~:.;;::.~:~:~_;:~/ ; :,_.{!~ .. :·::~.:·:i<:;~~,·;~:~ f -::::~-~~~:· ... ~~::~}:\,:'---:< .. -f. :,e;·::'_·..::.'.·,·_ . -· --~. - . , . /·· . :_ .. 

Por otra.pélrte.~7·:e1 h~spedado(~n, proceso i~flam~torio comi~nza cuando .la b~cteria .dispara 

la produc~.i¿n;'.:~e.;~i~~%1~{~·~:·~~~Jt~1~g~~t~i~~·.eri; .• •~¡ ,···5¡Íió ·~e . la ad~he~ión:• •. Óu~n~d~.;~····· coli 

uropatógena se\ine al epitelio;'.ia'.producclón de IL-6 y IL-8 son activadas, este fenómeno fue 
»:/::~ _, ~;.~~.:-t\b;~ -~-~:Í'.<·-t~Ys:trt.~~~::{~:f~:t:i~~<: ~ ~:: . . . · ~~· .... _, __ , _ ., . _ ::· ,. .. . 

observado. cuando:la'bactenas poselan fimbrias, aunque el LPS tamb1en participa de. forma 
·." . : ";,~ .· -- "'-:·.\(,.': ~ ,' \' '.'.-,.~ " 

importante: ,cóíli~ s~)~preC:;iá en este caso, la adherencia implica el disparo de una serie de 
., ' . ':" '~ '··. ~ - ~. :-~:;:,:·, .\, .. :: ' . '· ' . -. ' . 

señales que le,peFmit~nc'.I la bacteria acoplarse al medio y en el caso de adherencia a epitelios 

animales, estimular que el organismo tome medidas para evitar esta adhesión37
• 
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Salmonelosis. 

La salmonelosis es una de las enfermedades zoonóticas más importantes a nivel mundial, que 

también afecta la producción animal. La Tifoidea Aviar (TA) causada por Salmonetla enterica º 

serovariedad gal/inarum es una enfermedad septicémica infecciosa que afecta . aves 

domésticas de todas las edades con una alta tasa de mortalidad, lo que conlleva a iir,·po.~antes 
,-' •,'" ·.· 

pérdidas económicas en la industria aviar. Este problema se encuentra en m.ÚchÓ.s pafses, 

especialmente aquellos en vfas de desarrollo, 38
•
39

•
4º·41

• 

Salmonella gal/inarum es un bacilo Gram negativo, intracelul~r facultativo 6on una. longitud 
J • ··-· • ., 

aproximada de 4 µm por 1.5 µm de diámetro, no forma esporas y ~o presenta cáps~la~ Sobre 
. ..:• ... ';-··:•;-·A•, "; "•;• • •'; ..... ;c.<··,'.,,·, l.',,_ 

su superficie posee el antrgeno somático O de, los; ~~úpo~ 1';9 y 12. N? ~'ies~nta antfgeno 

capsular Vi, ni antfgenofiagelar · ~· ~ebido f: q~t<e~.i~~Ó~f1i2 •• ~in ~m~a~~o ~studios recientes 

muestran qúe 'sa/monellá pul/orum.tiéne motilidad eri' agar semisÓlidoo en. agar Hektoen . . ,_ . . "· , , ... , . ' - ' - ._. , .. ,_ ~·. ·- . . , . . ... - .. , . . . 

Incluso .Para'~s!~~~~d~~i~f~~i'.[~~;t~a'l¡~~·Jg"'.¿~tJci{~~··d~ fur6ro~c~;r~;~lectrónica y un flagelo 

pequeño.y'déform~'hci'!.id~})S~el:\,ia~~4~::'~.•• 

Salmonélla g~/li~~rum tiene úna a~ta esp~cificidad de especie, y los brotes naturales se 
. - ·- :· ·:: ~;__ ·. 

observan en polios, pavos, gallinas de Guinea, pavos reales, patos, y aves salvajes. Incluso 

inoculaciones experimentales en ratones y otros animales de laboratorio no se reprodujo el 

cuadro clínico. No obstante lo anterior, en el hombre se describen problemas de enteritis muy 

leves, aunque sólo en casos esporádicos. Esto se debe a que la especificidad de Salmone//a 

gallinarurn: está principalmente relacionada a nivel del sistema mononuclear fagocitico y 

epitelio intestinal 44
•
45.46

• 
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La TA se transmite
0
de diferentes maneras •. las principales vías de infección son la transovárica 

' . ·' '~· . - - -- . - -, - - - -- ·~ ' -- , . . -- -_.-_ --:-- - . -·.' - -· --

y la oral, sin embargo· puede haber una diseminación mecánica de la enfermedad por medio 
. - . . . - - ' - . ·. ,. ' ' 

de ropa mal deslnfect~da ºde'·l~s trábajadbi:;5· y vi~ita~tes; •camiones y otros ·vehi~ulos; .así 
- . ··- . . . _., ·- . . . .. ,.· .. ' .... ,, ... 

como de a.· ni·m.··. alés y· rnosC:as qúe· sé alimentan de C:adávere~ ele ·aves rnúertas por TA. Las 
,' ,_ .. ,_· ,. - . . ·.-·. .--: .. · .. _-, .... , .. ,, - ·.--· .,. ' ·'. ,._ .. , . ' 

42,44,47 

" ' .. ' - - - -

El periodo de incub~Ción ~s dé 4 a 5 diás, una vez establecida lá enfermedad, la muerte se 

presenta en un pericJdod~ 4-10 di~s. >~~' m~rtalidad. producida por esta ;enf~r~edadva del 1 O 

al 50%, esta varia~l¿fn ~:p~nd~de 18 e~addel.hospedador, linea gen~tica ~eiave y.virulencia 
:.:·,.'..' --·'·\;· 

del microorganiS-1116 47·~~;49.J. 

Si se incuban'. h~~~<:Js'inferitados, _se ven .pollitos moribundos y muertos. Otros muestran 
';,. ~: .-·. 

somnolen~Ía,'.~6br~ gr~clrÍlie~tcí, d~bÚidad;i~apetenCia 'y adherencia cÍ~'material blancuzco en 
. , -- :~~-: ~ ·/:'f~'~-'.~t:Y-~;;_:~?:?.l .. ;_,.~ff~~:;; \-~,~--_;-; :·: ":~:- '.::"::~ -~ ::·:.. -- ~"< ~/ -~·::·:~::>::):_·:·:. { ~'. ::;_:- '-~)\: ;-:.:~:-~ .. ,~;: -:_: .. ~>~---_;_~.::,_ " : ,'::·~:.~.: .. -·:-:)_··_::O'. . 

la cloaca. Se· puede'.~.notar. que·, respiran·,' con ·dificultad·• como. ~esultado .. de la congestión 

pulmonar .• En:aves mad;~rai'··1a~t A'~ei manme~,ta:can la ~'.isriifnGción.·en, 1a· ingesta de alimento, 

aves dec~1~a~;~1uP~~;~~i~~~~;~.;;~~.;%~f,~.'J~.i·r::~~¿~~~~.f~:~~1cii1'.i~~l;A~. · .. 
·~~-d;:'-· "'·-'"'·>:_;-·~ ·" .. ..~.:',-;, ;-¿,:·>·~- ·',',.;;;- ~ 

:::d:t~:~::;r~f l~~~ii~~~t~~lilmiz~~;~~!~;~:d~::";":·:::::.:,:ra:, 
microorganismo.-y.asi l~~enferajedaél:·~Las''.especies de Salmonella son capaces de adherirse, 

i'..?: ::;~, .:~.·:· ... <:~,:·~·:-:;JtW·1;\t1;:~'_.:~:?1.\!~~-;,F~;~:-; :;·;j.· f< ?·'.~.;;;?··- :~:·;~ t' -~:"' ·c:_;y ·:e· .. '.'.~--. . . - -·· -
penetrar; sob~evivir.:y;replic'arse',en células epiteliales y fagocfticas 49

•
5º. 

, \·;<·-,:~-;":·~:::--'.: '.~~/;~:~-~~~~p.::'.:;I-;}-~~~. ~ ... -~ :· 
. "• '."-;~~) __ :·.-~_,-~·:;' :~---. 

:\:-,'·-·;:'. ''t:· 

Cada ambier1te''ciei't1.os'p~d~ro cuenta con diferentes propiedades físicas y químicas, como es 

la temp~~~~~i~.·:~~·~;;9~iho1aridad y disponibilidad de nutrimentos51
• En cada ambiente el 

patógeno se ·~nf~~rita con los componentes del sistema inmune innato del huésped que van 
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desde la barrera ~anatómica ;que forma .el =epitelio •. _hasta. las _actiyida.i:tes~_microbicidas del 
. .. -. _-

Complemento y fag()cit()S. El patóg~l10 debe sen~c¡r todos .esto,s cambios que le rodean para 

respond~; ci~ riíari~fa~da~t~ii~.ií\isác¿,;r veíltajadel riúev¿a,~bi~nt~qü~ 1o·rcdea. Dentro de 
' '":·•, • '_ ,.'-. ->~';',,,·' ·.··. ,' • •· '' ,,'.,_,,·. • .· '' . ' . . e;' , .. - ,•, ' ' - ,•· ·'··-, • ' ' .. • 

las respuestas•q'ú~ rriont~ 'ei'patógenO se eíncuentriin:_el. estrés.· prodú'cid'o por la limitación de 

riutrYñl~~~sfit~2t6ifffii~*~t:~istemas ae virü1e11c1~~~i0gi~i~~t=Wti~:~~f&0f~itari .. ·r0sisur. 

evadir; o rl1~~iJ~1aT'1~:·é~fectores de la respuesta i~~~~~~ i-~~~~~~~·5~ • .J~bp~;~()-; l~do, una 
. , .. ,. , ' r· .. ' 

-' -~::;: ;.,: ~ . . : . 

respUesta simultánea se presenta por parte del huésped/ el: cual detecta.' la presenCia del 
-· •• > > ---· ">~, .. "':• . -. ~- .<.·;::\~~:;;:-:;-:·.'<'; 

patógeno por medio de receptores que son capaces· de serisar y 'cÍi~tinguir' ~1ér;.;Eint6~ que 
::·.> 

forman parte de la membrana externa de la bacteria54
• 

Salmonella gal/inarum tiene una alta predilección por inte~ti~o;del·¿ado~ partiÓ~larnienteÍ por el 

yeyuno y el íleon, sin embargo, para que la bact~ria.sea_,C:a~az de Ue~a~.~ -~staparte del 
- : ··',.' - «. - ',•.¡ - ;~:· ·-- , -

intestino, es necesario que se enfrente a diversas barreras: El estón1ago se consid~ra como la 

primera .barrer~. par~ la colonizació~. ya. que el. ambient~ es;t~~t~1rr1e.~teá.~id:o.(pH •• 3) y· puede 

inactivar ;: ~ª, ~~:~,t~~~.'.j:J;~~ll;s bacterias que llegan a~~~~"c~r:~l;.~~i~iF:f ;;~~¡~~i:~~-~Jorque de· 

alguna manera;pudiéron colonizar la faringe e incrementarJá posibilidad _de sobrevivencia, por 
- •. " . · -·- · ·1,'/• -,f'>.• .. -( -.';'r,,::,:- .-~ <·•<,,-- ~- , - . •- ' · - • ,• • "\.-..··,, ;'."':;.! · ~"">-;';-•''"<~~ .. .:\""-.~•"-'-'•-•~-o,_-._, .. ,--__ ·-· _-~ 

un lado.o':~ie~'/c)1d~~id;~·#~ ·que el alimento ingerido inerenientÓ+é11épfü~·~~rado tal que el 

microorga~i~~~;~'.l~8';~~~~~~ivir, ·el contenido del estómago p~s:·~1·Í~'t:~{i~~ delgado, donde 

el pH sen~~J~~~~;;,~¿~~·~~-sec~eciones pancreáticas. El epitelio del intestino delgado consiste 

principa1~1ntJ:~~~;~~Jf~~i~~ite.liales y células M de las Placas de Peyer, las cuales Salmonella 
- )> . =-~:v: .-:y,:.;:·' 

invade. Es:a.,frávés de éstas células que Salmonella pasa al torrente sangulneo llegando a 
: ·~ « ·.'"¡' - .,,_._ .. _. .. ' • 

:~·:·-'.·.:-::<·~;>~- \ .. _,._,:;_' /: 
provocar Un pri:ibleili'a septicémico55

•
56

, 
,) '. ;'i) 

: ... ·.-':··:>:;(·?.: 
----', . 

A nivel moie~ul~r~e sabe muy poco de los mecanismos especlficos de Salmonella gallinarum, 

sin embaid~. investigaciones a la fecha reportan un plásmido de 85 Kb, esencial para la 

virulencia. Este piásmido contiene genes que no son requeridos o que no tienen la función de 
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un gen de mantenimiento. y .codifican.· a productos que ayudan al microorganismo para 

establecerse e.n el huésped,. cau.sarle dañ~ ;; ambas 57• 

Salmonel/a ~allih~r~rfi pci~~~. aí Í~Ú~I i:iue'~tras '. e~pecies en su género,. islas de patogenicidad 

(SP1); fa~~~Tei;!~~~f>;~l~~~~itl~l~~;~,lr~g'i?:n·~~ def iramosom~i7 que car1tienen~9enes que 

codifican'p~r~Jad~r¿~· d~ p~t~g~llióld~d58• 59 •.• · •. 
. ·,·; __ :,~ - ~ . '.!., ·' .,.. .--~~,:; .. · 

.. ,. - <./,·:. ,::· .:'<--~:=: º:· -.-·-:_;/",'._.-' • "'< 

--·-, _,. ·:":'---

El estudio de' esf~'s r¿gi6~e~:.~;.islal:/de ~~fogeliic:idad ha permitid O postular hipótesis ácerca de 
---- ---~~·~::.,-:,::;:>;~,t1::;;·_;·t:~·:· ..... :·-··~ ~-;~-:~-:;·:.: -'·-·---K;.:,,.-_ . . .. - . "·: . '·, 

la .. evolucló9(::~~··;~f~f·~;~~;~~t~~~0J:~:j~~··:~~·'f;n?m~~~·~·.·d~:.•tr.~9;¡er;~~i.~:;····~.~·r.iz~.?t:I de .la 

informac.lóngemética,•se •. ha· po~ldoestablecerque.laadquislción .. de.~stosfragrn.entos,suc~dió 

:;:: ;;~r1~~~W~~r~~~¡,~~·~€;~;·,;~·~;,;c;~1,t~~~~~º~f :;:¿,,~:~·;'~ª~~,.º ,. 
";~,»;'::".'·:,-.:i:-.'~ < .. ;'·'_.:.- ''.'v': ···'._~.-.. -.'• -- .. , __ ;·.·;, ·.· "<•:;:,·,,,, ' 'e·;;:;~;-:;,{',:;-~-.. ,' ';/:F~;- •"-',', ,,;- . 

·: .. : ... -;-<·.t·,\··.<·; ... ·"- ,_ <·.;»:::~~~:~. ·""'i" -.. ,,.. :-:__";-.·; ... '-'':'. ·-.-<~-/-~.::-'r:· ... :,.·· -.· _-d, 
:.~· .::'.·::.~· . . '.::'-'ii ::.: • . :~<,";:;; ~ . .:·7~/·)d·::;:·:·:.~.-;~P":· ;,-: ·~·/ ~:. ~~·:;>'.: ¡.;_:::_:,~:.;::/ '.-~·/. ~-:~·- ;'~...:. ;:r.~.t·-\ ;: '.:":.'.·-;_ :~_:·'.)~~~·'':•:· ~.·· '· ;,·~·::· . .'/: \ ... ;-, i .. ,.-.;,;._· ;.:--· \· ·.:-.-·,. . · :. 

La isla .1 esta e~ el,cromosom,a ~e Salmonella e_n.el ce~t.isoma 63,tiene u.~ po~ce~tajedeG:C 

del 42%, :·~1 .. dta1;.'.~~f-,.~~~\~~¡~f~t~,;,7,1;~~~:1I~i~.~~~fdf 1.~~~g~~./c'si~{o):(:'.E~~~·.·;~1'.~ ··~o~t·i;e·~~·· en su 

interior genes qü.e.~e~ ta111áño Y.!'.'r'~e0 •son !'.S.ill1il.ár~s ~'lo~ ·d~ Shigella. spp, Jos· cuales se 

encuentra~ ~~·~~;~1~~~i~~·~~~~a~~i3¡fi*~~%fo·fr : ; (- .. ; · •· ... ' ' 
.·L.:-;?-":.!;.;_: .,-.>\·0-~, :'-~/-,¡:;-}·~;··:·,=·:-·: '>: ,;- :-~-~~~~;': 1~·:- ; :·, _ _.t -~:\i; .. -/~:·< :·:·--_.:;_ -

, '·· ',, ·' '''.' .. ~ 1:;·.->·:_·. •): . ·' 
• ; ~-- ''-,º ~;: .• ; -, ' o:>..;:',' '.-', ~:::-~,,.- ~~~~-"'~: {, -,,,º • -o·,. • :~-----' ::·.,~-~.:; ·,,_·. '. , ' , -· .•. " ',',; - . , 

:-:-.•,_.~·:."'_-.·;, ... ---~7-~_:-'-;:·''.-''"~--·,.·.--.o:-·:. -.:. ·_.·-~-'-:;~ ·. ---- -----_ ·--· ·_.·· .. :.:""· 

La isla de patogeriicidad'l.deiSa/moné//a'ga//inarum'.cOdifica paraun sistema de secreción tipo 
. _; · :;". · _.'. .;-'_'.;-¿·:;,;_' :; : . .<'.'.>:?::;'.~~;,:~; _,_·.-~'..;.-:'.':."~ ~~1.<.'Lj;'.'';t:~::~¿;1;;,_ ,;;;_ ":' ~·'.'~'.,~·,'·':_ , ;.'.,~º ,<_~,.:""· ~_;.-, !1. ; ~· 'º-·'; _ -' :''. .. · . 

111 como en<eL resto de las :ba°deí-ias · d~I: ml~~o~·géneró; para el caso de Salmonella 
l ·." . ; - " ' , : ~, ; . ~ t ¡ - . "-: :, , : .. ' , . - . ' . • . 

typhimurium ~~te ~i~t~ma s~ 6o~~6e'.mu6h~más,63·~4 • 
. . - •• '·' .,_, • .• .-·.·. - _,. ,· -• ,· ,_,•·.-.'¡ · .. ,·, -. .:.•· ·I 

El sistema de secreción tipo 111 es un complejo multiprotéico en la membrana bacteriana, que 

permite a la bacteria Gram negativa secretar e inyectar proteínas patógenas en el citoplasma 

de la célula eucariota. Cabe mencionar en esta parte que mientras el sistema de secreción es 

conservado en patógenos no relacionados cercanamente como Salmonella y Erwinia, las 
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proteínas que se. secretan.difieren _completa111ente,jlustrando c_omo.ll'lsólo_rnecanisrno_ de 

patogenicidad bacteriana puede' producir enfermedades tan diversas domo Fi~bre TifCJidea o 

Enfermedéld- de íoi />.ibó'1J~ ~i;utales ~s.~6.s7 .6~~69·!~:11,1ú:í_; _ ---. · -- · ·-. >: 
,- ', ., ._- .~<"· '.,_. ':.)' ·.,. ':'"_·.:;. __ - l. 

' .-. . -:.~·.}": ':_ <'.:: _·;_·'-: - . -- .... - '.."- "' ·.· » ''.{','. 

';-:.~·;:: ; ·:·<\~:~:~~-- .·:: , .· .¡-.: .:-:, '.·::~.- ,• - . . 

La un 
-:; __ i·---_·' · · .. '-'.~·:·_~;-L_t~--- ·-
--.. - - ----~ ,:e__,_·--~·;. -

,.--·.:. ...'."-·-'·· ._,º~ •. , ' , . . . ' . -~;-.:.,. 

Las proteínas -en la 
' -'•, ., ·:~.:;~,;:~~" ~"-·----

:seiiales celulares 
"'~ '-

puede resultar.en el desarme de_la-respuestain·mune;•como.en--el caso de'Yersinia,rearreglos 

en el -cito~;~~~1¡~~~'.gb:~g-::~;~'.~'~·1:f~~~~~--~~~~~@.;f¿:.:eV:~¡t~~1~gi~i~~~¿-~·~;ni8~j; ~~~c~lulares 
como e~ ~16~~~ ~~ -~~~~~~~h~;2~~:¡;~-6~~o~'~~fr~;e~:i~:f5}'' -

,.:--;·::.'.:::: __ ~_:··;·) . · .... - . - :··;·:·-- ,>:;<~> /.' -' 
,_" /.~ .. ::~:-_ ~;:;~ -~ . 

. · .. ' :.'\ :.. ·- - ' . .·. : '. ,_ 

Estructuralmente, el sistema de secreción tipo 111 se asemeja a la del flagelo, incluso varios de 

sus componentes comparten una alta homología, algunos ejemplos de estas protelnas se 

muestran en la tabla 168
• 

Proteínas 

Flagelares 

FihA 

Flil 

FliN/FliY 

FliP 

FliQ 

FlhB 

FliF 

TABLA 1. Proteínas asociadas al Sistema de Secreción Tipo 111. 

Proteínas de Proteínas de 

Yersinia Erwinia 

LcrD HrcV 

YscN HrcN 

Proteínas de Proteínas de 

Salmonella Shigel/a 

lnvA MxiA 

lnvC Spa47 

Spa33 

Spa24 

Spa9 

Spa40 

MxiD 
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Trabajos de microscopia elecfrónicallevadosacabo_cori este_sistema confirman la homologla 

tan alta que guarda con el fla~elo, ver (Figura. 2). Esto, junto con lo antes mencionado, 

sustentan únaYr\lporta~teteoria~: 11 cü~1 'posiu1a;quE':i·e15rsterii~ de secreción deriva del t1age10, 

el cual se adaptó ~ I~ sed~:6ióil ~~ t~6tor~s-de ~iiu1~nci~·73 • 
-.•, ~·,,- \: • .. ,/~-_, '•.,' ''-' • ','.' •':•"",C,',u'i,·'.·;~.' '.>,;' , ,• 

-· -·---~:_ =-7=f""'-,-~=?r~: ·-~~~~o~--~~~;~ .•. -~~'°-~-~~~~;~~~~;;:~~-;~~~-~-~~}~~~:;,-~~~:~~--~---
- ~:-_._:_ .. ·.·.-·:_J-_;,-~ ~·,;;:_.\~_ -- '°::~~·-·._:: ---·-- -- ~~-_-';'.:_>:';.,\'·~~~-.:L.-: 

~:, ;· __ ,_;: ~:::_,-:~: ~ ~-º~;- ~·">:::..· ~;~:: ;.-·- -.-<- -c.:. 

Tal ve~ un~ d¿ Í~~'asp~~toS' ¡,,f¡5· e~tucliacfos y nié:s impresionantes en lo que se refiere al 

sistemia~~~g~~/.:i~n-~i~~ 111 en Salmonella, es la forma&ión' de "n.iffling" , que permite a la 
'• •" •:•L. ,• · .. ~ . .• ·,-:·,, ,,, ··:~"'. <-·" ._ .. ,. • ' • ' • 'C• •' '"'"'W ' '••-;•• >• • '' '" 

bacteria inv~cli?c~l¿las ~Ücariotes. El término "ruffling" se refiere a la manera en que la célula 

engloba a la bact~ria, dando como resultado una apariencia de onda en la superficie de la 

célula (Figura3). 

't ~. - . 

~·~:::: 

FIGURA 2. Microscopia Electrónica del sistema de secreción tipo 111 de S. typhimurium, nótese la forma 
. . ' ' 

de aguj~ d~I domplejo, asl ~l~mo su semejanza con la base del flagelo 74
• 

·:.:.·-, .)·-

Durante este ~Je~t~ '$alrno~~lla ma~ipula el citoesqueleto celular a través de dos protelnas: 

SopE c()clifiS~~;<E(~.,~.füf~~~Jfff,g~f~-~~J~j~lél.ge-~~toge~idcjád!ipoi;···~~e fÓcjifica.este sistema 

de secreciór ~ipo ;1'¡;1;1i~V:9J-~~r.~cjij/~~ 1~· i~~~siÓn; y SptP que ~n conjunto con SipA, otra 

proteína translocacia';/¡Jo~
1

ie1';y~i~f~rn¡,:¡ 'tipo 111; tienen la función de estimular y destimular 
'i> '<;¡ ,..: _:, '• \:·::¿'; -.. >·.;:f·- . ~ 

respectivámente,'la'tormaéiÓn de lamelipódia por medio de la vía de las protelnas GTPasas 
:.,1:.'~::~:;<"::~:/,~'..::'. .. ::;.-·º"::-:: · .. '-~~\--· .. -'-<-: 

pequeñas \1é Ja;.f~mili~ RhO, involucrando a Cdc42 y otras proteínas del citoesqueleto. Al 
.· '·· ' 

proyectar elóngaciones celulares, la bacteria es capturada e introducida en la célula, lugar 

donde suele establecer su nicho, utilizando sus otros sistemas de patogenicidad ubicados en 

islas distintas 76,77,78,79,80,81. 
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FIGURA 3. Se muestra a Sa/mone//a typhimuruim entrando a una célula epitelial Hep-2 por medio de 

endocltosls. Se pueden observar las ondas que se producen en la superficie de la célula, debido al 

englobamiento e Internación de la bacteria adherente 8
• 

Pero lo anterior no. constituyen todos los cambios observados dentro de las células, también 

son obser\lados cambios en los niveles de calcio, debido a la estimulación de la vía IP3 

(inositol 3-fosfato). La elevación de niveles de calcio permite entre otras acciones, estimular la 

vía de las MAP cinasas, que liberan activadores transcripcionales como NF-KB (Figura 4) 

81,82,83,84,85 

Otra proteína translocada por este sistema es SopB, la cual es una inositol fosfato fosfatasa 

que tiene una función primordial en la enteropatogenicidad, la deleción de ésta proteína no 

suprime la invasión , pero sf reduce la secreción de líquido y acumulación de neutrófilos en el 

intestino de animales infectados, por lo que se le considera como la responsable de producir 
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cambios __ en . el __ epitelio_ que favorecen la entrada de_ Salmon_élla .entre los_ espacios 

intercelulares cuando hay migración de polimorfonucleares. Además, junto con las 

enterotoxinas producen diarrea86
• 

SopE SopB 

• 

eSupE DSopl\., 

•SptP 

f\'.uckar UcspmL~cs 
Actiu C~·1osk4"·lclal 
Rcarruni,tcmcnts 

FIGURA 4. Transducción de señales en la célula cuando Sa/monef/a la invade, en la figura se aprecian las 

cascadas de fosforilación que ocurren dentro de la celula y la activación de proteínas de la familla Rho77
• 

Durante otra etapa de la patogénesis de la infección por Sa/monella, se establece la formación 

de nichos intracelulares en células fagocíticas no profesionales. En la formación de éstos 

nichos se involucra la segunda isla de patogenicidad de las cinco descritas en S. typhimurium 

87
•
88

•
89

• La isla de patogenicidad 11, también codifica para un sistema de secreción tipo 111, el 
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cual es activado .sólo cuando Sa/mone//a_se encuentra dentro de la vacLiola. Este sistema 

transloca una proteina, SipC, qLl~ inte~erec6n el tr~fic~ int~a~elularn~rmal ál ~~itar que la . 

va cu ola· se fusion-e''Cañ 10'5 'iisosomas, ~evitando también 'q'ue' a. la· va~uola 'se' le· fusiO'ne una . '< . ~ ··. '. :-· ,• ' < ;-.--.~ :: ,J..-, . - -· .• ~., ,_ . . - . - .. - • ".>:.' .· ";'-. ;- ' - - . - . - . ' :: -- .--, - . ' -

NADPH oxida~~ qÚeacidffic~'su ·~orit~riidoiCFig~ra 's) 8~·89;9,.~·:i 1 •9~.Ótr~ pr~teina.fraíi~16cacla por 
º-~-o_- __ ;~ ~-~ ~ ~:º~º~~-º-~~~;~~·Li~~~:'.ó~~i~i~~~l~;~-~~i~~¿~¿:~_::¿~~S;~~~ :_ ~~-~~º:-~¡-~~-,:~.'·~c~~-i:.~~-~~~~~- -~2~-:~:~-;~~~--, ~;~j:~¿·~~:~<(:}~:~~·_:_: .. is~:~_ ·;:_;~ .. ;,·_~- -~~ ~: ::· __ :'° ; 

este sistema es SipB tjUe produce muerte en macrófagos po(apoptC:isis;'"'al ·acti\ii:f( la via de las 
.,,- ---~--:l·· ·-·-~--·~_,_¿~~·: . - '=·.,~·_.;-... ·::;._ ,.·_ ,,.---=.; _:.::-.~:.'.' • -.-_-·:_ - -_, 

caspasas. E~t~ úllirrio e~ento"~~ i,mB6rt~nt~ ~ri' el' establecimiento de • lakinfe~ción por' 
-·-·:·--

Sa/monella, como lo. müestrall algUn~s rnütantes93
•
94 . 

. ,-..... ,.·-·--·-·;r:"'~ .. - . ·-·--'--~~-:-.:.-:~ - ·-·---· -

Existen otras tres islas de páto9~hicidad en Salmonella las cuales C:()difican diferentes factores 
---.' .,-. - , - - " r• . . . • 

de virulencia involucrados en ia péltogenicidad en'diversÓs hospederos ú Órganos, por ejemplo 
:.; .• ·-- -., ,· • ~: e. . .·; .,". •. ·.·_,··. . .·: ·; .. •,.: .'.-,". '·:.. . . ,·'•'; ,',· ·.·>,' ··.-· -• -·','. .c-";"_., ·." . ._" 

1a isla de patogeniCidad 111-Y 1y están principalmente invo1ucraciás: en• 1¡;¡ •·. sObreviv~ncia y 

replicación de .l~~act~;i~ ~entrd,de(guésped, lo c¿al-~s~ ;n~~iri~;t.:1. 6cill161~ f~~~ ~~pticémica 
de la . enfermedad:" Por ~ti~ '.lad;o la 'isla· de patogénic;dad V ~a~icl~a en 1: mediációnde la 

p• - - ,· ·- .... -. •• • • ••• •• -.. " - - -·· ' ' ·:_:- • • 

inflamación' y. secreción de doro, las cuales forman parte de la fase : entérica de la 

enfermedad59
•
60

•
63

• 
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FIGURA 5. Representación esquemática de los diferentes eventos que ocurren en el intestino, en la figura se 

aprecia la participación de las Islas de patogenlcidad 1 y 1188
• 
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Otros factores de, virulencia que. han. sido estudiados.·. con_ respecto. a su . co_ntribuci6n en la 

patogénesis de Safrnoiiellas~n las ent~r~toxlnas. La acúvida~ e~terotóxicél se ha reportado en 

muy pocas·. ~~rcivaii~d;dEiJ··a~ s~-,rn~~eli~;;;~cir·~fa~pl~ err 1 .. t'},p-~fmurium· ~e ha identificado 

una enterotoxi~~ par~cl~~v~cJ~ taxi~-~ d~I ~é¡[~'r~ ~~T). que ~~m,parte la misma estructura, 

:~o~Ó=.~~~~:f~i~~~'.~~f~t~i:a ~ófO~fuX~~íeOnOC1ábll (LT¡; parnclda a la 

,,,.,;·_.,:;;_;e' ___ ·{·"':,-~\)-.~~-- •e··-;",- .'-.~:· ,;.:< 

, '.·,::· :,.-. ":_'c·O -;__·;::.';'_::-)(~.· -"·:•·· ¡' '..';\"/ ~'/': 
.. ,. :·,.-~~--.;·:-.¡ ... · . ._(::>;::· .. :, ·-;--·"' ·'"'"'-

Otras tbxinas jc:J~~tificá~iil:~n;~'ariéls'~s"p~bie~ del género Sálmoriella son las· citotoxinas. Estas 

citotoxirias·.~a~:~:~;~~ñ~,;~~ 6~;t1~·~:-¿~it~IÍ~¡~5; ~~lste¡,. tres é:itotoxinéls,. una éle,ellas~s termo-

lábil y sensible a la tripslna, otra se ha reportado como componente de la membrana externa 
. . . - . 

de las bacterias Con Un bajo peso molecular y finalmente Una con actividad. hemolfti~a98 •99 • 

Fimbrias en Sa/monella 

La fimbria, como ya se mencionó es un apéndice protelnico de diversas longitude~ y diámetros 

que protruye de la bacteria. Este. org~nelo.~st~ c()~~u~~to_de Pfptelna~ i~h~~,'¡vas que le 

permiten el contacto con la ~-~~\~1~/h~.~s~i~iL_~~t~Hl~?i~acÍÓri -_f i_&~;~~áÍ6n _ ~o~ .·eventos 

g~neralme~te -~•_rn·~f:!;ª,~~,~~¡¡;,~~1,":,;¡~~:f!~i~~ti~'.~1f·"(\.~~-.:~7:~:t¿~NÍc~-~",':;~~.·'1~ ··superficie del 
m1croorgarnsmo,; que:.son ·responsables del' reconoc1m1ento •y'urnon a ;r~ckpt~res especlficos 

·~/~;;.:.··= ~\~-~~{~::)t::f,~:~.~:r,tti:t~tf4,;:~{~~f:f:1i~;1;:t~~~'*~~~1~~tA~i7~'(~~~~~¿~·t.:~f~~\:: ~~;~~~::.~~:~,; .. ~ .... -· ·::. -_ ·:--~~:;.:~ · :. ·,,:, J 

de la célula 0 huésped:;E1<'eventofde;únion al. receptor;eri la 6~11.Ji~ .t!Lésped, puede activar 
."<·.·<·.:e;, '0 , ·::·_.?(e"~;;:·:·._ ;f¿0"/t~;~'.'¿~~ :{{~.J;·;~/-~f;'~~<"?~'.'-'\''t<'Y ·.;,;• :>· !1 

- · - '· · '/~:-· ·:·» ,/·:· -• 

cascadas de ,tra~sducción;de .señales y e activar el sistema inmune _innato o, por el contrario, 

facilitar la ~~r~'~:~~~f~~~~;{~~~~,i~~~acteriana. ·. . ·. . 

El género Salmonella incluye diferentes especies cada una con diferentes tipos de fimbrias 

100
•
101

• En la patogénesis de la salmonelosis como en algunas otras enfermedades, el papel de 

la fimbria es todavía controversia!. Se sabe que las fimbrias tienen un papel importante en la 
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virulencia al permitir a·labacteria interactuar con las células del hospedero u otros sustratos . 

sólidos. 

Diferentes operones h~n sidodescritos en cada una de las variedades de'Salmonella enterica, 
-- _·, -''-

·cada Uno de .ellosparticipandi:i en ·1a adhesión a diferentes tiposCelulares:~L:osgelles de cada. 

operón se e)(pr~,sarF· cuando en el huésped las condiciones fisico-qulmicas son · las 

adecuad~~~ d6f:rig:~1a 'temperatura, pH, osmolaridad, disponibilidad de·· hutrimerit~s y la 
· · ., -. ··;,-1~.r· _•: -,""'" 0 ~- ~-..·-, ...... • 

. ~.: - :' >" ·. '" . . ,_. - : -~ .-:.<<'' . , 

El locus tpf AB~Déq..le codificap~ra eiui:.()~9 P~lar flmbri~~·~ ~ue,identifi~~docomo resultado 

de una búsql1~~ª°-~e1ioc~ d:f/·~-~:tyk.h'i0uii~{,,10~/¡:,~t~,i~P~t~~j.si~;n~~~~tr~•.1ocalizado en ·e1 

centisoma so de 's~;typh/müríJ/;1' ;¡ est~ flanqUé~ci~ po~ ~e6u~nd~tsimi1á~~s á las descritas en 
· -- ·' -··--~-- .,-_·, - · · -~~-, '>:·5:~--, , ~:~·,' -- :.->:~·;.-_¿::t.;;~·;:··· :;;;'_f,:--·'c--;'- ';._c.,;z'/>_--~~' .. · ;. : _., -.-r·:~_,, -- , -, 

E. coli K1,2 y' 0.1 sz: H~i·fé s~giriendo 'gue\<el,: op.~ró11 ; tpf< pudo haber sido adquirido por 
- ';;-,>~-~- '--· : .. :. ·_,..:·:.'Oc.'.;·- '-{~'.o - :¡->-,-' 

transferenci~··íi'orlzontal clur~nte.•·18'~t61'u<::i(;A dé 's''typhlmurium108• Además, al menos dos 
¡.i:.•,c, "·::,,·.· ... -,~~·: ·· .. :«,·, ;·~,-- ~·<··, ·:,< ... ·_/'-< ... , .. ,·- • 

serovarieda.~'!?.~;~n:~~/~o~efta.(S: t;phi y S~~a,;i~o~ae) ~arecen haber perdido o no adquirido 

dicho operón 1~0 .'·. 

La expresión del gen lpf en una cepa de E. co/i carente de fimbrias, produce filamentos 
. . ' . 

polares largos en una P?blación de transformantes, de aqul su nombre de Long Polar 
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Fimbriae. Aunque la fimbria codificadá por/p[sugiere una.lricalizacié>n polar en la.bac::teria, no . . ·. - ' ' . . - ·- ' 

se ha determinado de for~a conduyente que te~gal~Íni~ma lo~aliza~ión en ~almonella. ·,- ' . . . . . ~ -

Lpf media lá adhesión:¡de'I~ b~ct~ri~ ~ las cé1iJ1~s d~ l~s'pl~~i;;~'de Peyer''del intestino. delgado 

en.e1··;n6ciei0"nf~~m~f~~~Ltn~~~~fc:S;J'i6¡1;ci~~*=-~~~'.·t~¡~~fi~~:~'.t;,fi~zriifü~~t8s·cre'1¡:;,t1e1i'en 
cap8:.ci~ad r~:~.~~ld~~~~t~~~~1;;1*f f.'~1i€~~:~~~·f ~.~.~·~;}~(~pi·~~ .. ¿;~~m~l~d~}n~~~aht.e··~·1.· si,stema 

chaperon~-8:.co~oci.adJ;;'.~oñde·.1a.•t/~~slocación·.~e.Compo~enfos'es!,rúctura·1es··· atra~és. de la 

membrama'S!·f~~~:~~~;~~~~;,ª;~~'.F:~3··;w~~i~~.~IT ;~~i~~?i¡;Rf~.~~~:~1~it·~~~E~i~)dr1~··:i~bria 
mediado por una chaperona óomo·y~s~,mencio,nó. Losg~ne~ que.forman~artedela fimbria 

::,u:~z;;:;;~¡if ~~~~t~~i~~~~;,T~~f~i~~~~~~iii~'~cr~~;~o: no •• he 

Eo el caoo d.'~. ij~J1,,Iin: .~,~;::,~¡º~~e;¿ ~f jf pe:. pO, · 'º quó. se estudiarán 
,··' . " ' 

algunos mecaniSm()S dEl adherencia de este microorganismo. 
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HIPÓTESIS. 

Sa/monel/a gallinarum presenta genes de adherencia homólogos a los descritos en 

S. typhimurium. 

OBJETIVO GENERAL 

Identificar y caracterizar genes de adherencia en Salmonella gallinarum. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

;;.. Determinar la presencia de lpf en S. ga//inarum. 

;;.. Clonación de los genes /pfde S. gal/inarum. 

;;.. Secuenciación y análisis de las secuencias obtenidas. 

;;.. Determinar la capacidad y tipo de adhesión de S. gallinarum en cultivo de 

células epiteliales. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento. 

Las cepas utilizadas en este estudio fueron: 

• Salmonella gallinarum FVA -1 (Caso clínico del Departamelltó' dei"Aves de. la 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM) 

Salmonel/a gallinar~m FVB - 323 (Caso clínico del Dep~rtameH1to de ~icrobiol~gla 
e lnmunologla de la Facultad de Medicina Veterlnariá y Z~otÍ:!cnl~. ÜNAM) 

• Satmonella typhlmÚriJ~'.938 (tepél el~ referencia del 1.nstitut~ de Biotecnologia, 
-· ..... _, . ·~ ~ ':; :.;.:- -~-· -~ '" 

UNAM) · .:.'/.· 

• . SatinonelÍa ty)~i l~~S~1~(b~so cllnli:o ;deÍ IMSS) 
• "• ' '. e ···-· 

• ATCC (American Type duu~r~-C,~Íl~di10~) 
Todas las cepas fueron cultiv~da's ·~~ fuedi~ · Luria-Bertani (LB) o en agar LB en 

aerobiosis a 37C. También se uti1iiarri~ S:g~; 1M
1

~cConkey y agar Verde Brillante ª como 
; : :, ,,_, :.'i-'.'-' -- ' 'j-.. ,, ~',:.: :. '. ' ··: ·_, . '~- ~'. . - - . ' -. ,. ' . ·". - .:· - . -- . : ·- - ,. -

medios diferenciales. La cepa de StaÁhy16h~hc~S~u~e~~ seculÚ~ó en c~ldo ~ut~itivo . 
. •.··, 

Cinéticas bacterianas. 
.-,·:-

~:~ ~-~-)-:~ ·>··-- ;,,-· -

Se llevaron a cabo cinéticas de crecimiento de caciá'l.m_~:C:t~'la~ c~Ras~de:sa/mo~e//a, 

para determinar la fase logarltmlca de crecimiento'~:e {~d~ ~n~ d~ ~;I:~~. Para ello se 

realizó lo siguiente: 

Cultivo Primario. 

Se utilizó un cultivo de Salmonella con uri.cre~lml~
1

nto previo de 16. h, del cual se 

transfirió 1 mi a 9 mi de caldo LB, a fin de tener ~B~~~lu~i'.6n1/1 o: E~ta~Ílución se dejó 

incubando a 37é en agitación toda la noch~ (~pr~x. 16 h). · 
- ~ - • , . e ' . • ' ' 

• Agar MacConkey y Agar Verde Brillante, DIFCO. 
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Cultivo Secundario. 

Al dia siguiente se tomaron 100 1 del cultivo primario y se agregaron a 50 mi de 

medio LB. Cadél hOra se tornó una muestra dé 1 mldel cultivo para su lectura en un 

espectrofotÓ~etroª.'.La ~i~ética. ~e creéimlento se determinó p~r 1 i h,)as lecturas se 
,' _.,.,_, ··- ' '' -.··· ' - .. ·, .. - .- '·· ' ' -

· :::::.1j~~~t~{~l1!f f !tJe¿t~rn~~11~1~~~i~~J~~t:~: 
Incubadas a 37C y al día siguiente.~~ hi;~ el'coriteoX~~i~'~J~~rinient~:.s¿;realizó por 

duplicado para cada cepa y se repitió 3 veces. 

Inoculación en embrión de pollo. 

A las cepas se les hizo un pase en embrióncfe pollo p~~a recuperár supatogeriicidad. 

Se utilizaron ocho embriones de poll~SPF bd~siet~di¡Jsd~ed~d,'~e.los cuales·seis 

se inocularon por la vía del Saco Vitelino b~ri 'o.1f;;1 del,inód~1~·b~~terÍanó (1x105 

::::::::'~;e :.:·:::~~i~ZT1~1~f ;~~l~~i~~~W~~f f tf:~~::::s :: 
abrieron y se evaluó su iritegridád física; se tomaron 100 µI de saco vitelino (yema), los 

cuales se ag;;g~;o:~;;~;;fu:oÓ~;, ~ "~e medio LB estéril, se hicieron 5 diluciones seriadas 

(10·1 h~st~ .1'Ó-~};~~~~:~¡\o~Íeo de UFC. Al mismo tiempo, estas mismas muestras se 
·- -;-;.-·. -- c:-.""-;io·· ,, - • -

sembrara~ ~ri"~~~~'.,Mélc Conkey y agar Verde Brillante por la técnica de aislamiento en 

cultivo pÚro, y s'~ inci~b~ron a 37 C en aerobios is. 

Una vez obtenido el aislamiento puro, se realizaron pruebas bioquímicas (TSI, H 2S, 

lndol, Motilidad, Citratos, Urea, Lisina- Descarboxilasa, Manito!, Ramnosa, Dulcitol, y 

ª Espectrofotómetro, Amersham Pharmacla Blotech. Ultrospec 3000, Cambridge, Inglaterra . . . . -

b Embrión de Pollo (H~evo Fértil Alpes-11), Aves Libres de Patógenos Especlflcos, S.A. 
29 
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ONPG) para verificar la autenticidad de la cepa. Por 91ti~o. las cepas obtenidas se 

conservaron en agar Nutritivo A hasta su uso y en glicerol ªa -70C. 

Extracción de ADN. 

Salmonella gallinarum FVA-1, S. galli~arum ;323_ y. S . . tliyphimurium. 938 fueron 
•· ·'. ,,·.. . ; .. ' ¡: '.~ ' - -

cultivadas hasta alcanzar su fase tél[~r;:i:·(d~psidad~ópti~a. de'.600.1nm [OD~ooVi; y·se _--

realizó la extracción de ADN bii~f~;¡~g~,~~di~Et~;:1~'fié~~¡~~,;d~·cfAB105: El ADN 

extraído se trató con RNAsa b par~ ~¡f~i~,~~ t6'~í:i··~1 ~R:~·~a'dt~;riinant~ y finalmente se 
. -· , ~·,:;>:":' ';';} -· ·<~"--"':";" .... - '·~ ... ~,, .. , 

cuantificó en el espectrofotómetro par~ ve,r1ficar su c6ncenfraciórl. . .... 
. :"')_';. ,~; ,· :-: ;:.~,".-: . .-.,·:'. : '..·. 

Oligonucleótidos. .· << • : ..... ·.: . . . . >': 
Los oligonucleótidos que se _utill;!:~ron a lo. largo del experimento para la amplificación y 

secuenciación de los diferentes fr~~iti~ntos' d~I 6p~ról1 lpf (long polar fimbriae) se 

muestran en la tabla 2. · 

Tabla 2. Ollgonucleótldos utilizados en este experimento. 

GEN 

/pfA 

lpfB 

/pfD 

lpfE 

1: 5'-TTGCTCTGTCTGCTCTCGCTGTAG-3' 

2: 5'-CATGATTCTCTTCCTGAGCCTCC-3' 

1: 5'-CCGGGGTATCTACGACAACGCTAACAAG-3' 

~: s·-cicATGCGCTCATGATCAdGGTCTdchc-3' ·•.'. 

1: 5'- TTTGATGCCAGCGTGTTTACTG-3' 
- - - - - . " 

2: 5'-AGTAGACCACCAGCAGAGGGAAAG-3'. 

' Glicerol, Cal. No. G5514, SIGMA. 

POSICI N 

505-528 pb 

1078-1100 pb 

841-863 pb 

5454-5476 pb 

6046-6069 pb 

REFERENCIA 

100 

Este estudio 

100 

b Rnasa de pan.creas bovino, Cat. No. 109134, Boehringer Mannhelm, Alemania. 
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Amplificación de los genes del operon lpf. 

El ADN genómico de las cepas anteriormente descritas fue utilizado como templado 

para llevar a cabo la reacción en cadena de la polimerasa, (PCRk para la cual se 

utilizaron 45 ~11 de Platinum PCR SuperMIXª, 160 ng de' DNA g~nó!l',ipo, y 1 O mM de 

oligonucleótidos. Las condiciones bajo las cuales el termociclador' trabajó la reacción 

de PCR, se muestran en la Tabla 3. 

Tabla 3 Condiciones de PCR para cada uno de los genes. 

GEN 

/pfA 

lpfB 

lpfD 

lpfE 

CONDICI NES DE LA PCR 

95 e 1 min, 50 e 1 min, 72 e 6 mln 

25 ciclos 

95 e 1 min, 66 e 1 min, 72 e 6 min 

25 ciclos 

PRODUCTO 

596 pb 

1440 pb 

Todos los productos de PCR de la cepa FVA-1 de S.ga/linarum se purificaron 

mediante columnasc y se mandaron secuenciar al Instituto de Biotecnologla, UNAM. 

Las secuencias fueron analizadas en el programa de computo DNAMANd 

{http://www.lynnon.com) y la predicción de estructuras de protelnas, se realizó con el 

programa RasMol e (http://www.umas.edu/microbio/rasmol/) y el programa 30-pssm 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/). 

• Platlnum® PCR SuperMix, Cal. No. 11306-016, GIBCO,USA. 
b Termociclador, Gene Amp PCR System 2400, PERKIN ELMER, USA. 
e Columnas de purificación. QIAquick PCR Purificatlon Kit (50). Cat. No. 28104, Alemania 
" Lynnon Corporation. DNAMAN, (cornputer program) versión 3 (USA).1997 
• Sayle Roger.Ras Mol (computer prograrn) versión 2.5 (UK). 1994 
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Hemoaglutinación en placa. 

Para el ensayo de hemoaglutinación se utilizó· la metodologla descrita por· Nesser, º 

et al; para la cual se mezclaron 25 1 de la s~~(J;~~~Ón ba,c;!eria~a {01X1~9 bacterias I 

mi), con 25 1 de la solución NaCI al 'o.9°Ío; 'c'ón~E3°iit~ rne;z_C:I~ sé hi~ieron dUÚciones 
:;,~-- ',-.<. .,,<<-

dobles seriadas y por último se lés¿agreg~ror:l.~50', 1:,d·~ eritroéito~, de C:uyé al 1 % a 

cada pozo .. La placa se incubó;¡g:;~Ji~~~,~·;;{~;1Í~~i~r~~:¡:~·~~o 1I l~~tura. 

~i~~~:~;~H~~1~11~~j~jitl~J~if ~::,:::,~::,:m~::::, 
• , • •:' ' •"~;?'.·'.,;r;~;~~~~~:.-\~~.,~'\.~~~:~;:·,~;:::i;::~-~-;' -:~:~i~~> •--;~-~;~.e;_:.'~.:- : ~•-(• _;,_ • ,:: :/:'.): '~ .< <'· • .(; ,' ,, ' > •: :· .. ·, '' "• 

suplementado ·con·;suero'.Hetal .. bovirí6~c•al:~10%:"(lnactivado),', .. •.Vglutaminaª2mM y 
: ·-·~ .... \·}(:~-~'~:::~(;·: >.~~;/.~,-..}',::_~~'::'i.::\~~-~:·:--r{;;~}.~;-,{Y11}J.~~:_-,;:.·~.;~-:>-.:-~,,);~·;i,: :~-:'.;~:::_'·_:\.·:~::- {~··'.~f-··:_ t~:~},· :'· ::'.· ·.: ---. , 

piruvato de sodio' 0 .• 1 ;Ma 37C,en, una á,trnosf~racon 95% de aire y5% de: C02 • 

~:::,~:::,:::~::t~1~!~ii~~~~wrª~r~¡¡~¡~~~f i~r~~r~;:':L~º;;~ 
'· , . ;~<'.·~ •. ~::~ :,~· .. ~~::< ·-~~· '.•)> ~ . ' '\· ;, ;._;:.;: <~." ,<::·.:_ ::.~·>,~'~>· ·~';:':': ~~~~:~~-·-\;;;" - '. ·i .. >; _>,, .': .. 

de ai~e y 5% d~·~:~·~:~~\~~;:',•i',,,·,t.'.i;{SE·:;:;,·.1.",,,;·;, ~;} ~-; ... ·:\'·:t;•:;;•. ··· ..... ··, 
Se utilizaron inóculos,,bacterian~s.deS:.ga//marup (F\'~::1'.Y 323),S'. typhlmuriumy 

staphy1oci~~J'~~:~H~!~f ~~f~!~*~~~8X~~~~fü~'~.~~~'.'IY;~-¡~~iió;'\6~'.(,····· ;·:· ······.··• ·. · 
Para el ensayo de adherencia se . siguió la ~ig~¡tjfit~rfi~to~d1J~¡~'12 : • 

,.,_ ;: ._,.' ,, :;:. > • • '-~· -, ":': ,··.: ;>. :· -

1) Se c~ltiv'aron:1as células en placas de 24 pozosh cc:Ín ~ubre pozos de 15 mm1
• 

'Se' utilizó una confluencia del 50% (1-2 x102 células/pozo) y 1.as placas se 

incubaron por 48 h a 37C. 

2) Se cultivaron las cepas bacterianas en medio LB de 12-18 ha 37C. 

ªCélulas HeLa, pase 136, IN Vitro,SA, México 
b Células Hep-2, pase:365, In Vitre, S.A., México 
e Medio MEM, Cat. No. 11095·080, GIBCO, USA. 
d Suero Fetal Bovino, Cat. No. 16000-044, GIBCO, USA. 
• L-glutarnlna 200mM, Cal. No. 21051-024, GIBCO, USA. 
1 Piruvato de Sodio 10rnM, Cal. No.11360-070, GIBCO,USA. 
9 Sol. Bicarbonato de Sodio al 7.5%, In Vitre, S.A., México 
h Placas de 24 pozos, Costar. 
1 Cell culture coverslips 15mm, Nalga Nunc lnternatlonal. 
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3) El medio de las placas se aspiró con pipeta de transferencia, y las células se 
- -- - - ·----=--· -- -- -· - ---- - --=- - ----,__o- - -· -- -- ·e= - -· ·--·- -'"' -- " .·c.·._ ·co _ ---- o- .. o - -...:-.-

• . ' 

lavaron 3 veces coll 1 mi de solución de Hanksª. 

4) Se agregó1.m1'rili de'ME~ é:on 1%de man6ka+.10 •1. del cl11tÍvoba~teriano a 

cada . pozo,·(~b1;¡1Óo: ~.>~.·.La ;t~.rb;;d~~~d:l.:cultivo •b~~teria.rio' .se ... ~~.tandarizó ,.de 

. :::·:~d~~~~~~WlJi~1~~~¡~f ~~l~~]~~fü~~C~~~i~::~·j~ancia a 
5) ~:::~:c:~ 1:~·::~G:;ft:;.:Í~~I.t5.;o•~~;;'.~i~gen~·:y·;.5:%·.·~:-~~2···por.•dif~rentes 

'·-'.:~.;\ '.,_;,!.; - - -- ... -

6) Después de la incubadó~l e(ili~ciio ~e quitó' con· pipeta de'transferencia y cada 

pozo se lavó 4 veces eón' PBS pH 7.3/. 
·-- .. -• .., -· :e:-;: ,. , - - ·-. :.-•• ~: :O-~·< .•• 

7) Las células se fija~6~ illdi'.J'Bé~d~ias ~on 300 1 de metanolb al 70% por 5 min a 
:::-;:-,'.· .. - - __ ;:,-)_ 

temperatura a~bien\~. / '·· 

8) Se aspiró el ~~tano(C::ón pÍ¡::ieta de' transferencia y las células se tiñeron con 
~·~·- ··, .. - -. . -· - ,• 

Giemsac al 10% por 1 S miri/ · ··• 

9) Las paredes de ca~a p~~b~~~~l~~~}6i:i:con ·agua.destÚada'h~~t~ eliminar el 
·- ,-; ; .-- ·, . , . . - ~;: . " ,, , 

exceso de colorante. Los>c'J!lr~:~:,~:c;~ se'r~~i~~ton ··y· .• seXdejaron ·secar a 
' ~:~' ;_;_~ =_::.·· ., ' 

temperatura ambiente. 
.< --::.-> " -. 

1 O) Los cubre pozos se montaron en laminillas y se examinaron ~I microscopio con 

aceite de inmersión y el objetivo de 100 x. 

Interpretación del ensayo de adherencia: 

La interpretación se realizó de dos maneras una visual (microscopio) y otra por conteo 

de unidades formadoras de colonias (UFC)12. 

. . 

ª Solución de Hanks 1 X. sin bicarbonato de sodio ni. rojo de ten~i'. Í:n Vltro S.A. México 
b Metano! al 100%, J.T.Backer, · ·. ··· ·:·· ·" ,·.·· · ·· 
e Karyo Max® Glemsa Staln, Cal No. 10092-013, GIBCO, USA 
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~ l_nterpr~t¡:¡ciónyi~ual . 

Se revisaron los cubreobjetos al microscopioª con el objetivo de 1 OOX y aceite de 

inmersión, si. si: 'obs~.~an' microcolonias alrededor. de lás células,> se ,trata de una 

"Adhere~ci~ L~b~li~ad~'.', si por el contra'rio, no se ~en microcolCJnias, sin() solamente . , . '• .,, . ,;·, " . . ,. ~-' . - . . ·' . . . . . ' . . .. - . . . ' - . . . -

bacteria~'a1i-ciéJ~ci()~.·d~'i~~-2é1u1~s~·~e;h~bl~d~\·u~á·'.;Aáh~;e.:,~ia .. DifÜsa";·v~~(FÍgura 6):·· 
-""---... _--.~~~,-~-, _ ""~ - ~-;'.:_·--~,_ ···).:· ~:--~~;~- :_ ~--_e:~; ~~?~'.~~~~-~-;·s?)-:\·{~-~~:·;~\~:~:, :~-:~:;~--~ ~~--- ,-,,-~.;- _- ~<~,--, .. :-::x,·<s<. ; ... <···:e:<.,: .• • ·•·>.···";.()<::··· 

Para corroborar.· elfpapel ¿cie;'. la i~_dtle~i6'~ ¡~ñ • '1'~! iriv~sÍÓn°; I~~ •;,;i~~cif:~.:,sayCJs ·se 

realizaron • en ~tr~~~g;~~~~zm~~~~~T~i~~;:. ;~~t6G~1 faii'~i~~~ª ~~1~·~:;b~~1eri~~';·~ue . no 

invaden 107• ' ' >./. '"· ··.\ <~· ,, · ··• ;:, )i ·· . .. \ '. ' ~· ;'.·.¿.· ·:· , .. 
, .. ·· .. =··::\~,~?:':-,·, ·;-· :.~'-'·~·-_: ~·--:~.:-~: :_:",:·._;-'. -"-- .. -·,._~·· ,_:-·~ 

,:.:~;: :~>~: -~ -,-,'. '-.·•.) •'' ,.'• 7"1 .. y_: __ ·.~,.-;. . - '" 
·_:;.;.\, ·;;;:. '·< :~,··;~,- - <.':,_'.i,_ »·.;:_,.::;;.<'.·/~'; ·/_[:;,'.-:::::.:.' 

--_:. -._,. ,;{.: ::·->-~·~c'·-.::·:~·:::.-\_./~::{<:·Y¡:'.::~/:~ ·,: .. '.7t;·~:::::.::'..i~-\ .. :-~:~-A;'.º"_~-.¿~~-:.::--i ;:~>:'"'°.~"-~'{ .. ~~-ti:-'-}.~,~~-,~~- :·.:-·:>~'.~~1:. -:,·~~:.·_-,;·'~"~·;:::,:..~ ::· ·: --,-.< . , ; --: 

1) Se'. áecieron: las·~célúlas· en' placas dé; 24!pozos eón: una, confluencia . del 50% 
· _. ·--~ :. ~; (>\~;,¿~11~ :i::J::{~'.úr~<;::: ~-'7 \t.:~~-~~Z-~::.J;(~/; -~'Xi~~?~~·-~~;.:;~;</~~~}.:'.>·~·:{;_:.\~.~'.;~--~~~; .. ·:;-;;;;;:~;:::_, :-.~if ::- .-'.~:':- .:':/ .· -. 

. (1-2 x102 célulás/pozo) :·las pláca's séJncubaron 'por48 ha 37C> • 
_ .- -. -... _ . :·~~ '.~'~\: :~:~':~ ~:~ ::·:;\· ; ~:~-~-~ '>"._-'.;. !·. :~. ~~:-~:~.:.:(·t~}.~\:·~;;?~~~ :·:~;-~.,1!:.~,:~~.~:~·~·;L,~: ~:/¿;·.·~:- ~,~;! -.. ::~ .- ~· :·,:'. (-::~~~ :;~ . :_---.. -. -

2) Se crecieron las cepas de;Salmonella:en medio.LB de•12~18. h a 37C. · 
;-/<}·_::_: ;,.) '..". -· ;~ :::"..:~:.:.:,(L:-.1~::·:.T:-..~'-;· :·1:-;l~-!.~'::-:l)f·L\."j);.:-~; ::.:(~).'..'l!Yf;_~ ~-.'.~"'< ". . · ·_¿,,~ -

3) Se aspiró todo
1

~r~~áio' de•ci~1ii~o~de·Í~spia~~s c'~ri~ipeti:.-cl~·tr~Ílsf~rencia. 
:·; :_ ;;_;· '.~·~-'~)i: ~i'-h~/:;.}f.J\:~(!;;:~"1;.::;;,~~~~-:i~- ,\~:.-.j~/i:X~r. ~-~-~g,~/~-,:~{.X~~~~~::tl .-~:~i~:'.~i-?;:-t:;~éT:·:_.~:;:.;:;;;:~f"t~ ~ ""; :_:;.;:i :-:· .. _ :,·:· __ ·_.. "-.---., _ 

4) Se 8:greg8:ron:1 () · 1 del cult,ivo bacteria?~.ª ~.ªd8: pozo y,se incubó a diferentes 

uémpo~:};~1:g:::~:.~:l3?:;,~~!;~~é~1T;i.~:~i~f:~R~~~&.~'.~~d~~c.g~;:~1,~T~~;6~ u~mpo se 
sembró Una caja de 'ágar LB. para :saber él número de bacteriás.·,• > 

5) Sé Í~~aion··s ve6~~-'1as':p1a6'as6on"PB-~ p~r~~~liri;'j~~;tod~~· aquell~Ís· bacterias 

.qúe)ío illvac::lieron. 

6) Se ~gr~garcm 1.5 mi de MEM con 100 g/ml de gentamicinaª a cada pozo. La 

placa se incubó a 37C por 2 horas con 5% de C02. 

7) Se lavó la monocapa 2 veces con PBS para eliminar la gentamlcina. Después 

del último lavado se agregó 1ml de TritonX-100 al 0.1% (disuelto en agua 

destilada) para lisar la monocapa. 

8) Las bacterias liberadas fueron cuantificadas por diluciones seriadas y 

plaqueando en agar LB. 

Los resultados se interpretaron como: Total de UFC recuperadas de 1 pozo x 100 
UFC del inóculo 

• Microscopio IV Lelka, Alemania. 
ª Gentamlcina, Gentayet ,Brovel,Méxlco. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

34 



A 

• B 
'• 1 

• .. ... 
I 

FIGURAS. 

Interpretación Visual del Ensayo de Adherencia. 

a) Adherencia Localizada y b) Adherencia Difusa. 
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RESULTADOS. 

Cinéticas de desarrollo. 

Se realizaron cinéticas de crecimiento de las cepas previamente descritas, en especial 

de las cepas FVA-1 y FVB-323, las cuales se usaron a lo largo de este estudio. Con 

los datos obtenidos se observó que S. gallinarum cepa FVA-1 y cepa FVB- 323 

conservaron un patrón de desarrollo muy similar, dando un desarrollo logarítmico 

temprano a las 5 h, una fase logarítmica tardía de las 7-9 h y una fase estacionaria a 

las 1 O h (Figura 7). 
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Salmone/la galllnarum 
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Cinética de Crecimiento 
Salmonetla galHnarum 

r:::::~,-¡ 
1 ,,, 1 

1-.~-!IOI. J 

~-----------------·--·· ~O.AA•] 

----------------' 
Horas de Lectura 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

------------ -------· -·. ·-----------------------..... 

36 



rl 
1S. DJI 

o ...... ... .... 
·¡¡ 04 
e: 

"' e ., 

Cinética de Crecimiento 
Salmonella gallinarum 

Horas de Infección 

FIGURA 7.- En el panel A se muestra la cinética de crecimiento de varias cepas de Salmonella 

gallinarum, el panel B de S. gallinarum cepa FVA-1 y en el panel C de S. gallinarum cepa 323. Los datos 

muestran la media y el error estándar. el experimento se realizó por triplicado. 

Al mismo tiempo que se realizó la cinética de desarrollo bacteriano, se elaboraron 

diluciones seriadas de cada hora de infección para determinar UFC. Los datos 

muestran la media geométrica, el ensayo se realizó por triplicado Tabla 4. 

Tabla 4 Unidades Formadoras de colonias 

: 1::: 1::: 1:::: 1:::: 1::: 1:::: 1::: 1:::: 1:::: 1::: 1:::: 1::: 1:::: 1 
Inoculación en Embrión de Pollo. 

Todas las cepas de S. ga/linarum fueron inoculadas en embrión de pollo con 10000 

bacterias cada una. Cada día los embriones de pollo fueron revisados para determinar 

muerte embrionaria, la cual se observó dos dias después de la inoculación. Los 

embriones de pollo mostraron las siguientes lesiones: hemorragias, líquido amniótico 

turbio, licuefacción de la yema, olor putrefacto y enanismo (FIGURA 8). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

-~---........ 

37 



Las cepas que produjeron mayor daño en el embrión de pollo fueron FVA-1, U2, 

FVB-323 y FVB- 591, por lo tanto, se les consideró como las más patógenas. Con 

base en estos resultados, las cepas FVA-1 y FVB-323 se seleccionaron para el resto 

de los experimentos. 

FIGURA 8. Inoculación de embrión de pollo con S. ga/linarum FVA-1. A) Embrión de pollo viable. La 

flecha muestra la circulación en vasos sangulneos; B) Embrión de pollo muerto, la flecha muestra la falta 

de circulación; C) Embrión de pollo sin inocular (control) y; O) Embrión inoculado que presenta: 

hemorragias, congestión, y licuefacción de yema. 
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Se determinó el número de UFC's recuperadas después de la infección, para ello se 

plaquearon las tres últimas diluciones (10-3 hasta 10-5
) y se recuperaron 3.79 x 108 

UFC/ml. 

De todos los embriones infectados se logró recuperar a las cepas en cultivo puro, a 

todas estas cepas se les realizaron pruebas bioquímicas utilizando tanto sistemas de 

identificación comerciales como pruebas bioquímicas elaboradas en el Departamento 

de Microbiología e Inmunología de la FMVZ- UNAM y se compararon con la 

identificación de S. gal/inarum reportada por Cowan 111 Tabla 6. 

Tabla 6. Identificación de las cepas de S. gallinarum por pruebas bioqulmicas. En la primera fila con las 

iniciales ID se muestra la identificación dada por Cowan para S. gal/inarum. En las siguientes filas se 

muestran las diferentes cepas de campo. Con color rojo se resaltan las diferencias obtenidas con 

respecto a lo reportado por Cowan. 

d = dudoso, - = negativo, + = positivo, v = variable 

TSI H,S INDOL MOTILIDAD CITRATO UREA MALTOSA DULCITOL LO RAMNOSA ONPG 
ID 2,3,4 d y + + V 

323 3 + + + + + 
285 4 + V +· + + 
9R 2 + - ,, + + + + 
591 3 + 

; ·''· ~·'' ,,_:r-<; +· · .. + + . ,· ,+ . 
U-2 3 + .• ·'· -.·"· +· ·+ . ·: + + 

9184 3 + + V + ', 

FVA-1 2 + V + + + + 
347 2 + V + + + + 
415 2 + V + + + 
383 3 + + + + 

Las reacciones que dieron las cepas de Sa/mone//a, en su gran mayoria coinciden con 

la descrita para S. gallinarum; a excepción de los resultados negativos al sembrar en 

dulcitol. Estos resultados negativos se comportan como posibles cepas de Sa/mone//a 

pullorum, ya que anteriormente se consideraba un biotipo de Salmonella gallinarum. 
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Amplificación de los genes del operón lpf 

Utilizando los oligonucleótidos anteriormente descritos y como referencia, la secuencia 

del operón lpf de S. typhimurium (FIGURA 9), se pudo obtener gran parte del operón 

lpf de S. gallinarum cepa FV A-1 y FVB-323. Los oligonucleótidos lpfA 1-2 amplificaron 

un producto de PCR de 596 pb, lpfE 1-2 dio un producto de amplificación de 616 pb 

(FIGURA 10), /pfB 1-2 amplificó un producto de 1440 pb (FIGURA 11) y /pfD un 

producto de1394 pb (FIGURA 12). 

1 
61 
121 
181 
241 
301 
361 
421 
481 
5'11 
601 
661 
721 
781 
841 
901 
961 
1021 
1081 

aaaagctctt gtggcggaag tagggtgcta 
atctcgctgg cactttccac cactattcgc 
tctgcgtaac acatgcaaca ccaggcgtac 
ttagcacaaa tacctaatca attgtagtta 
taacttattt atgaatagga agaaataata 
aaattacatt tatgtacatt ccatttgtaa 
ctaacaatta tttttatata tactaattat 
tttcctcaca gaatgcagat aatcctaagg 
agtttttaat gdaaaa9gtt gt t t. 

accttctgcg 
cagccgcagc 
agcgcaccca 
aaaaaacgtc 
tattaattat 
tatattgatt 
agtatccaat 
atgcgttctg 

ttatctttgc 
gggagggggt 
tttggtgccc 
taataaataa 
attaatttat 

gctgttaatt 
tagcgaagcg 
ttttttttat 
ggaagacatt 
tcttaataaa 

tctattcttt ttaagattaa 
acccacctct atacactcca 
ttatctaccg tcataaatgg 

·1 :· :tt tccacttctg 
et. t tcqctqc t.Oé_.1d tctq<JL yacfJqc,1cc:1 t t<--téla t tea e cgcJtgilc:tLl te gt. tgacgcgc 
catgcgtcqt ttct~cLg~c Lcccag~acc aggaagttgt gctgggtcag gttaagaaaa 
atatcttca~ agccattggl: gacaa0tctt ctlctaaqcc tttccagatc ~aactggaag 
actgtgacat c~cctctaat accaaaqtta acgtaagctt caatggcgtt ggtgatacag 
acgatgcgac actggtt~ct qttaacactq aagcaggtgc ggcaactggc gtgggcatcg 

1 •• :ctt.qttq 
t:ggctgctgg tCiigaccgtg ctgtactaca 

(I<Jcttq.:iacac 
ccgcta¿:¡cté1 

taaccactg0 ttacggt~ac gcag~aqtgg acttcüacct 
ttcgttaata cagacaatca taatggcaac ggaaatcccg 

1141 cgttgaLtgc tcaaaacdgt 
1201 atgacggtaq taqaaugqaa 
1261 ttclcattca gtcacgg<ltt 

Jnc~cgctc;ac gtttg~Latc 

tctgccggag gcgtggcatt 
CJCl_ tctc:t ta 
g.:itgat.gct.J. 

cggt:aaaLaa 
D.cgg t.aa ta¿¡ 
aa-:o..1n.taacqt 
lttattggat 

cggtaaat.cc 
cgttgcaaca 
gtcctAcgaa 
ttgccatttt 
Lt\TCdCcJgca 

eiagcagcucg 

accactacgt 
aa<J.gatactg 
tac..1tcgaatt 
ttccagc·z _¡ l 

ctggtgct:gg 
cgtgttattt 

t.J.aaaqcacc acggatgaat 
aaag<lcqccc tttatcatca 
ttt:acgtatt gttaatacga 
taacgtaaaa gctattcctg 

1321 
1381 
1441 
1501 
1561 
1621 
1681 
1741 
1801 
1861 

ctccaccgtt att·ta~att·a agcccgacta 
cgaacacgtt accgcaggat. cgcqagtccg 
ccaaaar;tgu 
aactgttcta 

agdcgcgq~1a gctaaa~aCll t~ctgcag~L cgccgtacgt ncccgcttaa 
tcgcccggcg gcgctgaaag cgaatagcat ggacggctgg aacaaactgc 

agttcaccag cgcaggggct aaccagaLca dagLggai1aa cccatctgcc tttaacctga 
cgtttaataa at.tttaLgcc aac:ggccgty at.atLgaaaa aacgggaatg gttccggcaa 
aaggclcatL gaat_atty.1a clgccagccy gcJccggcaa ggtaaycgaa gttaaataca 
acattattaa tgactt.tggc actgctggcg acatgttgac acagcgcgtt aactaacacg 
ttttaaagga ttattact.1~ ·l·J,_.-1LU·F1c.::r¡ c:~1Lt.::t.i ,.::t:t l. 1~_1qq,>ü1la:J q<..1cct·cqcgt 
tti:acgcdyt c~.1c9c~t-0c ~ct~¡.Jt~Jdl~ c~cyy9t~cuc Lccccgcqt~ tgcggyaaca 

1921 Ltt<.J,·1t..>:.::c:;~· 1cttL;:t q(L~ '-J',-ldt r,:t':JC~C<;_J (_J(J!.aLtqat:c: dCJ1.>1CíJ'LLoa cctttcLl.atg 
1981 t~tga~Lcc~ ~taaJgctg~ ,~cacctgcc~ ggtaaat~cc gcgtctcggt ggtgytcaac 
2041 (Jaaa,-1(1'°1dLl .-1 LlJ1JdC_it et,_.::,--¡ r:acc>.~L'J'JchJ l t t.·lU.C]qC.:HJ c;q,11~agal)CJC gcugcgcgca 

2101 aaaatgggty ~atccct.ygl 0ccgtgctta ~gtcgcgtgc ~gctlgdaqa tatgggcgtg 
2161 cgt21ttg¿1La gcttcccggc yctganaatg gccccgcctg aagcctgtgt tgcttttgac 
22~1 qacat·tat t··~ 1..:L'.L."d.nqc(-::l_1c r_:,_Hjl.::<.~at_t.tc qactt tnc~q 1·~ 1 • 1c11 - ,-11t ·>-i.t·-1,~ 1 1C: 

2281 ttcccgc~gg ctgcgatgaa gcagacagcg cgcggtacgg tgccagaalc gcagtgggac 
2341 gaaggggtya atgccctgcL ggtgg~ttat aacttttccg qca~caacgc cagctatgac 
2401 gcacacgaca gtgaaaccag ctacaacagc gacagctact atctgaatct gcgcagcggt 
2'161 atgaacctgg gggcatggcg gttacgtaac tatagcacct ggacgcgaaa cgacggtaac 
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2521 
2581 
2641 
2701 
2761 
2821 
2881 
2941 
3001 
3061 
3121 
3181 
32·1 l 
3301 
3361 
3421 
34El l 
3541 
3601 
3661 

aacacatggg dtaacattgg cacatcctta agccgtgcca ttgtaccgct gaaatcacag 
ctgacgttgg gggatacctc cactgccggt gatatttttg acagcgttca gatgcgcggt 
gtgcagttaa cttccgacga agagatgctg cctgacagcc agcgcgggtt tgcgcccgtc 
atccggggta ttgccaaaag taacgccqaa gttaccgtlg agcagaacaa ctacgttatt 
taccgtacgt ttgttcagcc gggtqcgt:tt gd~aLLadcq acctgtatcc a3cctcaaac 
agcggcgacc tgacggtc~c caLtaaRgaa tcqgacqgca gtgagcag~a gttcgttcag 
ccgtcctcct cygt~Jgcgc~ cctcc~<lt~qt Jac19gcc:~tc tcaac1t.~:·¡1g cctttccgcc 
ggggQatacc glgccgg<Jaa ctataacagc gccgagccga aattcgqgca qcttgatgcc 
at:qtacqgcc tqccqt>it<](J ct.t~tac:::....:r¡tt t<ic·C)<JUJgtq ccJatcLtr::r-·:: t·,._J.-1c9a'-=:tat 
tactcgctgg cggg~ggatc aggtaaaaac ttcggttatd tcgycgcgat ctccatcgat 
!)taar.cc::agq Cd?idaaqcdd q•.:-tggcc·EJ.At (j~':iqgc1<J·.-Jd! t. l.;q(Jatt·'J<Jtr_;¿¡ C]L:-::ttatcgt 

ttcctctact ccaagagctl ta~ca~cggt acaq~Ltt.cc gtctgctggg tta<:aagtat 
tcgaccagcq 'Jet ,-1 ~ Lacc:,1c et tcl°;ar;qa.-1 CJcqac'-JCJh t.. g t.qcqcaccqa i- ~1cqgacagc 

tcttaLagcc agt~ccaca<l acgLagLt:ay ~tLca~¡ggca acgtg~cgca qcaactgggc 
fjCCt '-1Y•Ju-.--:t __ '•J,Jl•·::.it tt 1-,~:-1l-(jt c:·1,-.::;:1 C.1rJl- 1\Jl]:i ·t ,·:¡ct·r_F1·1,l,''_Td 1-cJ1,1rj<]t.:).¿iPl 

cagcgttcgc LgaQLgccgg ttaLJacgyc cgtattggcc qcgtgaacti1 cagcgttgct 
Lacacct 9qa cqa,-1c_:1CHJC'.....'.C qc-J:lfJl-C::FFJut r_.¡aqaqc\_1.-1tl_:: gtt t:acLr¡-t~c d!. t l--:tccatq 
tcgattcc.:ic tgqgacqcqt. gtgqagtd<1c t.accacctca c<._Jaccgat-cc1 gcatggccga 
accaucc.-.:i.,Jc: aut:t,10qciriL q.::10c<J-:;.1,:,-:(~C qc::cy::t •JtldilCJ .=_i,:,:rlcaril.--:Ct <)<'-!dc·:tat-ngt 
qtgcagga3g gctacggcag caacggcgtg gqtdacagcg gc<lgcgtgaa cctggattac 

3721 raqqc_:;-cc_¡qcn t·1.F1-:;1taq1_--:qc caqc1_;tqc;qt t:_;1c,¡,icc.-1r::·1 a:.::cqtc.1ac::<J 1.,_1 ct·;a,1c::dqgt.:::i 
3781 gaactacggt ttggcyg~gg tgtaatctycc cataycg~ag ytclLcactcL ttctcaaccg 
3841 cLqqrJ tqaci t ccd tq(]CC.-! t:_ t --1 t ctcc:qcq t'.1..:gqqcqcc_;c ci 1·_:r..1c0cc__1cc:u cg t 11¿:¡ tea a e 

3901 aacggtggtg tyga~gtyga ctggatgggt ~Jt•Jcggtcy LacctLac:ct tQctccgtac 
3961 cgtgaadCt.;Jq ,1¿Hltl_·ccc~cL gcqa,HJCCFlc aqcl.:UJ.-=ia'".ó .~1c,.;agqt.tqd (-:ctggatacc 
4021 gcctccgtc~ acgLagtgcc ~13c<lcgcggc gcg~ttgLtc gtgcccgc~t cgatacccga 
4081 0tgc1gcl.1Lc ~t~Jtyct-~ot g~~tctg<lcq Citg0c:c~Ht·0 yr~aJ~1~¡cggL ~1ccgL!.tggt 

4141 gctaccgcca cgctgctgga l~ccacaaaa gagtccagca gcattgtggg tg<lagacggt 
4201 c~gcttLaca tcQ0cgcJgL1t gcggc~~Ja~.i qgt~;cccLLc aygtgaacty ~gqtaaagac 
4261 caggcacagc aatgccqcgt ggcgtttacg ctgccggaac ~acaggataa taccggcgtg 
4321 9tgat:g0cqa i:ltqccc¡tctg ccgguwcag ggaaggaaac gatt ,· , , "· ' 

ggggcaggcg ctggcagcg·1 
''' ·1·1·1, :' ¡• ¡ . ,:,:,1!_.:,1 

,¡,) ,,· ;: ''. .. ¡, ,1;,· :i, ~·~ld<.}(_·: 

·i 8 1) ¡ 

'-. '1 ~; ' l 
¡,-. 

1·1'''· ,, 

•' :l<! 

.Jt t ,· ·'. ,

. ! t _ ! • ~ 

•-' ;t_._>_:;¡~J_:,.-~ ~Jl.t :.·--}~-·]'.:•J: ':~ :iua:J~>Jtt.-1 r.:1,_>:=t .__t;h_::,1c 
:·,-1.-1,_::,_l :d>l;.1<.l .,1,·c,_~d·~1~~;1L:1 t.:1~:-_:'l•.>i\Jt"-i L,-lc·~·:,_.i,::•.<L·: 

c:.::ia t !_ .:1c>_:l q L :J.C;,..: '.- c .... ,JtJqc t.q t:.r_;da·~ te t 1.:<_:~-HJ·.:~~q:.',:i·.;; 
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~,1.1 ~-.:·.:t:. t.: t: t :} 
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;t L ~-.--;e•,:; t t. tq 
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... 1.·iq.itctt:cr: 

·J :J"-·:,1dC1_~C\}IJ 
J·1 >:;<::c.~-1') Lg 
¡, :._:: t ',,i,·JC>.~d 

:.:.::.:1~:.!·· 1~.'. _<-~·-,¡t 1 _¡r; 1~}:· _1,1gcaggat.·J uaaaacctt:c at..'J' ~ · · ;.1' 
'- • ,_:1:' ·~ctta cc9cttccgc gatggcggca ccytc(Jdi:ltd t:cgrJttctgc 

~S21 tggtgatatc cactttaccQ ttQctat:taa ggcgqctacc tytga¡~ct0g aaaa~gacag 
5581 tatcqacgtc aatatggaga ccgtggtgct tcagcgcccy gtaaaagtgg gtaaagagct 
5641 qaaccagaaa a~ctttagca tcqgcttada agattgcgcg t~tg\:c~c:.ia aggccagcgt 
5701 tacgatggac ggttccccgg acccgactga cccctcgctt t~tgccctgg atagcggcgg 
~7~1 cgcga~gq0c qtggr:gtt~a ~aattaa~ac atctggtggg gagcaacaat acccctccag 
58~~1 t·acc9act:c'".: acgc:::t.gtcg aacacactgt 
~881 tatcgcc~gc tatgtgcctg Lt~agccgga 
~911 gaattttagc gtcacatacg aacaatcact 
6001 agtgattttt tgtaaaaact tctccgatca 

'-""' ""· i<:r.t aaccgtgctt gtagactttc 

ctggtttg~t ggtacga~ca 

tgcc¿1ccgtt g~cac~scga 
gagggccagt tcgctggcct 
cactctcggt tgcca.·· 
taacattctg cgttagccgc 
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6121 gtttgattaa agaatcgttg tacaggtcgt ttttatcccg attccccagg gtttgtttgc 
6181 atgagataca ttaaatcgat gacgcaacag aaacttagtt tcttgcttgc gctctatatc 
6241 ggtctgttta tgaattgcgc cgtgttttac cgccgtttcg gcagttatgc acaagaattt 
6301 accatttgga aaggcctctc cgcagttgtc gaactgggcg ccacggtgct ggtcactttc 
6361 ttcttacttc gtcttctttc actgtttggc cgacgcgtct ggcgtgtgct ggccacgctg 
6421 gtggtgctgt tttccgctgg cgccagttat tacatgacct tcctgaacgt ggtgattggc 
6481 tacggcatta ttgcgtctgt tatgaccacc gatatcgatc tctcgaaaga ggtggtgggg 
6541 ctgcactttg tattgtggct gattgccgtg agcgtgcttc cgctcatctt tatctggagt 
6601 aaccactgtc gctacacgtt gttgcgccag ctacgtacgc cggggcagcg ttttcgcagc 
6661 gccgctgtag tggtactcgc aggcgtaatg gtgtgggcgc ctattcgcct gctggatata 
6721 cagcaaaaaa aggttgaacg ggcgacaggc atcgacttac ccagctatgg cggcgtggtg 
6781 gcgaactcct acctgccctc aaactggtta tctgcgttag ggctgtatgc ctgggcgcag 
6841 gtagatgagt cgtcggacaa t:aattcgtta ataaacccgg ccaggaaatt tacctatgtt 
6901 gcgccgaaag atggggatga cacctacgtc gttttcatta tcggtgagac gacccgttgg 
6961 gatcacatgg ggattttcgg ctacgagcgt aataccacgc cgaagctggc gcaggaaaaa 
7021 aatctggcgg cgttccgcgg ctattcctgc gataccgcga cgaag 

Figura 9. Secuencia del operón lpf de S. typhimurium. 
En colores se indica cada gen y en color verde los oligonucleótidos utilizados. 
lpfA (477 ... 1013), /pfB (1098 ... 1796), lpfC (1819 .. .4347), /p/D 1·1305 54J:'l. lpfE (5438 5965). 

Figura 10. Amplificación del producto de PCR de la cepa FVA-1. Carriles 1 y 4 Marcadores de Peso 

Molecular ( 1 kb y 1.. Hindlll respectivamente), Carril 2 producto de lpfA. y Carril 3 producto de JpfE. 
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Figura 11. Amplificación del producto de PCR de la cepa FVA-1. Carril 1, Marcador de Peso Molecular 1 

kb, Carriles 2 y 4 producto de /pfD, Carril 3 vacío, y Carril 5 Marcador de Peso t.. Hind 111. 

Figura 12. Amplificación del producto de PCR de la cepa FVA-1. Carril 1, Marcador de Peso Molecular 1 

kb, y Carril 2 producto de lpfB. 
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Una vez que se obtuvieron estos cuatro productos de PCR, se mandaron secuenciar . 

Análisis de Secuencias. 

Los análisis de secuencias nucleotidicas y de aminoácidos se realizaron tomando 

como referencia a S. typhimurium. 

La secuencia de /pfA de S. gallinarum fue comparada con un banco de genes y se 

obtuvieron los siguientes resultados, ver Tabla 7. 

Tabla 7. Comparación de nucleótidos de Salmonella gallinarum lpfA. 

BACTERIA GENE IDENTIDAD 
Salmonella typhimurium Long Polar Fimbriae (A,B,C,D,E) 562/565 

LT2 99% 
Escherichia coli Subunidad Fimbria! Mayor (/pfA) 80/93 

86% 
Serratia marcescens fimA 27/29 

93% 

La secuencia de lpfA •· de S. gallinarum se comparó con la reportada en S. 

typhimurium·con él pro.grama de computo DNAMAN, ver (Figura 13). 

1 TCGCTGTAGTTTTCACTTCTGCTTTCGCTGCTGAATCTGGTGACGGCACCATTAAATTCA 
111111111111 11111111111111111111111111111111111111111111111 

44 TCGCTGTAGTTTCCACTTCTGCTTTCGCTGCTGAATCTGGTGACGGCACCATTAAATTCA 

61 CCGGTGAAATCGTTGACGCGCCATGCGTCGTTTCTACTGACTCTCAGAACCAGGAAGTTG 
11111111111111111111111111 11111111111111111 1111111111111111 

104 CCGGTGAAATCGTTGACGCGCCATGCGTCGTTTCTACTGACTCCCAGAACCAGGAAGTTG 

121 TGCTGGGTC/\GGTTJ\J\GJ\AAAAT/\TCTTCAJ\AGCC/\TTGGCGACJ\AGTCTTCTTCTJ\AGC 
1111111111111 l l l l l l l 111111111111111111111111111111 1111111111 

164 TGCTGGGTC/\GGTTAAG/\J\AAATATCTTCAAAGCCATTGGCGACAAGTCTTCTTCTAAGC 

181 CTTTCCAGATCAAACTGGAAGACTGTGACATCACCTCTAATACCAAAGTTAACGTAAGCT 
1111111111111 1111111111111 11111111111 111111 11111111111111111 

2 2 4 CTTTCCAGA TCAAACTGGAAGACTG T GACA TCACC TCTAA T J\CCl\J\J\G TT AACGT AAGCT 

241 TCAATGGCGTTGGTGATACAGACGATGCGACACTGGTTTCTGTTAACACTGAAGCAGGTG 
11111111111111111111111111ll11111111111111111111111111111111 

2 8 4 TCAA TGGCGTTGGTGAT i\CAGACGATGCGACACTGGTTTCTGTTAACACTGAAGCAGGTG 

301 CGGCAACTGGCGTGGGCATCGGTATCTACGACAACGCTAACAAGCTTGTTGAAATGAACA 
111111111111111111111111111111111111111111111111111 111111111 

3 4 4 CGGCAACTGGCGTGGGCl\ TCGGTATCTACGACAACGCTAACAAGCTTGTTGAAATGAACA 

361 CCAGTAAATCCACCACTACGTTGGCTGCTGGTCAGACCGTGCTGTACTACACCGCTAACT 
11 111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 
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404 CCGGTAAATCCACCACTACGTTGGCTGCTGGTCAGACCGTGCTGTACTACACCGCTAACT 

421 ACGTTGCAACAAAAGATACTGTAACCACTGGTTACGGTAACGCAGAAGTGGACTTCAACC 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

464 ACGTTGCAACAAAAGATACTGTAACCACTGGTTACGGTAACGCAGAAGTGGACTTCAACC 

481 TGTCCTACGAATAA 

Figura 13. Secuencia nucleotldica de lpfA de S.gallinarum (color azul), comparada con S. typhimurium 

(color negro). Los nucle6tidos diferentes se seilalan en color rojo. 

De igual manera se realizó la respectiva predicción de aminoácidos tanto de S 

typhimurium como de S. gallinarum, al compararlas, se pudo apreciar que a S. 

gallinarum le faltaron los primeros 15 aminoácidos, debido al diseño de los 

oligonucleotidos. La secuencia muestra dos cambios en aminoácidos (FIGURA 14). 

1 TCGCTGTAGTTTTCACTTCTGCTTTCGCTGCTGAATCTGGTGACGGCACCATTAAATTCA 
1 A V V F T S A F A A E S G D G T I K F T 

61 CCGGTGAAATCGTTGACGCGCCATGCGTCGTTTCTACTGACTCTCAGAACCAGGAAGTTG 
21 G E I V D A P C V V S T D S Q N Q E V V 

121 TGCTGGGTCAGGTTAAGAAAAATATCTTCAAAGCCATTGGCGACAAGTCTTCTTCTAAGC 
41 L G Q V K K N I F K A I G D K S S S K P 

181 CTTTCCAGATCAAACTGGAAGACTGTGACATCACCTCTAATACCAAAGTTAACGTAAGCT 
61 F Q I K L E D C D I T S N T K V N V S F 

241 TCAATGGCGTTGGTGATACAGACGATGCGACACTGGTTTCTGTTAACACTGAAGCAGGTG 
81 N G V G D T D D A T L V S V N T E A G A 

301 CGGCAACTGGCGTGGGCATCGGTATCTACGACAACGCTAACAAGCTTGTTGAAATGAACA 
101 A T G V G I G I Y D N A N K L V E M N T 

361 CCAGTAAATCCACCACTACGTTGGCTGCTGGTCAGACCGTGCTGTACTACACCGCTAACT 
121 S K S T T T L A A G Q T V L Y Y T A N Y 

421 ACGTTGCAACAAAAGATACTGTAACCACTGGTTACGGTAACGCAGAAGTGGACTTCAACC 
141 V A T K D T V T T G Y G N A E V D F N L 

481 TGTCCTACGAATAATCGAATTTTCGTTAATACAGACAATCATAATGGCAACGGAAATCCC 
161 S Y E * S N F R Y R Q S W Q R K S R 

541 GTTGCCATTTTTTCCAGCGGAGGCT 
181 C H F F Q R R 

Figura 14. Secuencia de aminoácidos de S. gallinarum, en letras rojas se indican los diferentes 

aminoácidos con respecto a S. typhimurium y en color azul se muestra el término de la secuencia. 
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Con la secuencia de aminoácidos obtenida, se realizó una predicción de estructura 

secundaria, con ayuda del programa de computo 30-pssm (Figura 15). 

Pred: CCEEEECCCCCCCCCEEEEEEEEEECCCEEECCCCCEEEECCCCCHHHHCCCCCCCCCEE 
AA: AVVFTSAFAAESGDGTIKFTGEIVDAPCVVSTDSQNQEVVLGQVKKNIFKAIGDKSSSKP 

Pred: EEEEEEECCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCCEEECCC 
AA: FQIKLEDCDITSNTKVNVSFNGVGDTDDATLVSVNTEAGAATGVGIGIYDNANKLVEMNT 

Pred: CCCCEECCCCCEEEEEEEEEEECCCCCCCEEEEEEEEEEEEEC 
AA: SKSTTTLAAGQTVLYYTANYVATKDTVTTGYGNAEVDFNLSYE 

Figura 15. Predicción de estructura secundaria de lpfA. 
E= Hoja p plegada C= Asa suelta H= a Hélice 

Al mismo tiempo, este programa fue capaz de identificar homologias de estructuras 
con respecto a proteinas de otras bacterias (Figura 16). 

Figura 16. Estructura de PapK, subunidad del pili de Escherichia coli. 
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Las secuencias B1 y 

82 del gene /pfB de S. gallinarum fueron comparadas con un banco de genes y se 

obtuvieron los siguientes resultados: Tabla 8. 

SECUENCIA BACTERIA GENE IDENTIDAD 
81 Salmonella Long Polar Fimbriae 458/472 

typhimurium L T2 (A,B,C,D,E) 97% 
81 Escherichia coli Subunidad Fimbria! Mayor (/pfA) 56/67 

83% 
82 Salmonella Long Polar Fimbriae 627/670 

tvnhimurium L T2 (A,B,C,D,E) 93% 
82 Escherichia coli Subunidad Fimbria! Mayor (/pfA) 63177 

81% 

Tabla 8. Comparación de nucleótidos de Salmone//a gallinarum lpfB. 

Las secuencias de lpfB de S. gallinarum se compararon con la reportada en S. 

typhimurium con el programa de computo DNAMAN, ver (Figura 17). 

81 
1 ATGAACCGCTCACGTTTGATATCTTGCACAGCACTGGTGCTGGCGTTGATTGCTCAAAAC 

1111111111111111111111111111111111 11111111111111111111111111 
1 ATGAACCGCTCACGTTTGATATCTTGCACAGCACTGGTGCTGGCGTTGATTGCTCAAAAC 

61 AG'l'TTTGCCGGAGGCGTGGCATT AAGCAGCACGCGTG'l'TATTTATGACGGTAGTAGAAAG 
11111111111111111111111111111111111 1111111111111111111111111 

61 AGTTTTGCCGGAGGCGTGGCATTAAGCAGCACGCGTGTTATTTATGACGGTAGTAGAAAG 

121 GAAGCTTCTCTTACGGTAAATAATAAAAGCACCACGGATGAATTTCTCATTCAGTCATGG 
1111111111111111111111111111111111 1 11111111111111111111 11111 

121 GAAGCTTC'l'CTTACGGT AA!\ T AA T AFv'\AGCl\CCACGGATGAA T TTCTCA T TCAGTCATGG 

181 ATTGATGATGCTAACGGTAATAAAAAGACGCCCTTTATCATCACTCCACCGTTATT'l'AAA 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

181 ATTGATGATGCT ¡,ACGGTfü'.TAAAAAGACGCCCT TTATCATCACTCC.Z\CCGTTATTTAAA 

241 TTAAGCCCGACTAAAAATACCGTTTTACGTATTGTTAATACGACGAACACGTTACCGCAG 
1111111111111111111 11111111111111 1 1111111111111111111111111 

2 41 TTAAGCCCGACTAAAAA 1"<'\ACGTTTTí".CGTATTGTTAATACGACGAACACGTTACCGCAG 

301 GATCGCGAGTCCGTTTTTTGGATTAACGTTAAAGCTATTCCTGCCAAAAGTGAAAACGGC 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 111 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 

301 GATCGCGAGTCCGT TT A T TGGA TT Ar"\CGT AAAAGC T ATTCCTGCCAAAAGTGAAGACGCG 

361 GAAGCTAAAAACGTACTGCAAATCGCCGTACGTACCCGCTTAAAACTG 
11111111111111111111 1111111111111 11111111111111 

361 GAAGCTAAAAACGTACTGCAGATCGCCGTACGTACCCGCTTAAAACTG 
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82 
1 AAACTGCAGTTCCCCAGGCCAGGGGCTAACCAGATCAAAGTGGAAAACCCATCTGCCTTT 

111111111111 1111 l l l l l l l l l l l 111111111111111111111111111111 
457 AAACTGCAGTTCACCAGCGCAGGGGCTAACCAGATCAAAGTGGAAAACCCATCTGCCTTT 

61 AACCTGACGTTTAATAAAATTTATGCCAACGGCCGTGATATTGAAAAAACCGGAATGGTT 
111111111111111111 1111111111111111111111111111111 111111111 

517 AACCTGACGTTTAATAAATTTTATGCCAACGGCCGTGATATTGAAAAl\ACGGGAATGGTT 

121 CCGGCAAAAGGCTCATTGAATATTGAACTGCCAGCCGGCCCCGGCAAGGTAAGGGAAGTT 
111111111111111111111111111111111111111 1111111111111 111111 

577 CCGGCAAAAGGCTCATTGAATATTGAACTGCCAGCCGGCACCGGCAAGGTAAGCGAAGTT 

181 AAATACACCATTATTAATGACTTTGGCACGGCTGGCGACATGTTGACACAGCGCGTTAAC 
1111111 111111111111111111111 111111111111111111111111111111 

637 AAATACAACATTATTAATGACTTTGGCACTGCTGGCGACATGTTGACACAGCGCGTTAAC 

241 TAA 

Figura 17. Comparación de las secuencias de /pfB de S. gal/inarum (color azul) y S. typhimurium (color 

negro). Los nucleótidos diferentes se senalan en color rojo. 

De igual manera se realizó la respectiva predicción de aminoácidos tanto de S 

typhimurium como de S. ga/linarum, al compararlas (Figura 18), se pudo apreciar que 

a S. gal/inarum le faltaron 16 aminoácidos de la parte central de la secuencia, debido 

al diseño de los oligonucleótidos. La secuencia muestra diversos cambios en 

aminoácidos. 

81 

1 ATGAACCGCTCACGTTTGATATCTTGCACAGCACTGGTGCTGGCGTTGATTGCTCAAAAC 
1 MNRSRLISCTALVLALIAQN 

61 AGTTTTGCCGGAGGCGTGGCATTAAGCAGCACGCGTGTTATTTATGACGGTAGTAGAAAG 
21 S F A G G V A L S S T R V I Y D G S R K 

121 GAAGCTTCTCTTACGGTAAATAATAAAAGCACCACGGATGAATTTCTCATTCAGTCATGG 
41 E A S L T V N N K S T T D E F L I Q S W 

181 ATTGATGATGCTAACGGTAATAAAAAGACGCCCTTTATCATCACTCCACCGTTATTTAAA 
61 I D D A N G N K K T P F I I T P P L F K 

241 TTAAGCCCGACTAAAAATACCGTTTTACGTATTGTTAATACGACGAACACGTTACCGCAG 
81 L S P T K N T V L R I V N T T N T L P Q 

N 
301 GATCGCGAGTCCGTTTTTTGGATTAACGTTAAAGCTATTCCTGCCAAAAGTGAAAACGGC 
101 D R E S V F W I N V K A I P A K S E N G 
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361 
121 

82 

y 
GAAGCTAAAAACGTACTGCAAATCGCCGTACGTACCCGCTTAAAACTG 

E A K N V L Q I A V R T R L K L 

D A 

1 AAACTGCAGTTCCCCAGGCCAGGGGCTAACCAGATCAAAGTGGAAAACCCATCTGCCTTT 
1 K L Q F P R P G A N Q I K V E N P S A F 

T S A T 
61 AACCTGACGTTTAATAAAATTTATGCCAACGGCCGTGATATTGAAAAAACCGGAATGGTT 
21 N L T F N K I Y A N G R D I E K T G M V 

F 
121 CCGGCAAAAGGCTCATTGAATATTGAACTGCCAGCCGGCCCCGGCAAGGTAAGGGAAGTT 
41 P A K G S L N I E L P A G P G K V R E V 

T S 
181 AAATACACCATTATTAATGACTTTGGCACGGCTGGCGACATGTTGACACAGCGCGTTAAC 
61 K Y T I I N D F G T A G D M L T Q R V N 

N 
241 TAACACG 
81 H . 

Figura · · 1 a. Seci.íencia de aminoácidos de S. gallinarom, en letras rojas se indican los diferentes 

aminoácidos con respecto a S. typhimurium . 

Con los oligonucleótidos diseñados para lpfB, se alcanzaron tomar 402 pb de la parte 

amino terminal de lpfC (Figura 19). 

1 ATGAC/\TGGA CGCATCTTCC TCTGGGCAAT AAGACCTCGC GTTTCACGC/\ GTCTGCGCTT 
61 GCGCTGATGA TAGCGGGTAC GCTCCCCGCG T/\TGCGGGAA CATTTAACCC GCGCTTTCTG 
121 GAGGATGTGC CGGGTATTGA TCAGCACGTT GACCTTTCAA TGTATGAATC CAATAAAGCT 
181 GAACACCTGC CAGGTAAATA CCGCGTCTCG GTGGTGGTCA ACGAAAAAAA AATGGAGTCT 
241 CGC/\CCCTGG /\GTTTAAGGC /\GCG/\C/\GAG GCGC/\GCGCG CAAAAATGGG TGAATCCCTG 
301 GTGCCGTGCT TAAGCCGCGT GC/\GCTTGAA GAT/\TGGGCG TGCGT/\TTGA TAGCTTCCCG 
361 GCTCTGAAAA TGGCCCCGCC TGAAGCCTGT GTTGCTTTTG AC 

Figura 19. Primeras 402 pb del gene lpfC. 

Se realizó la respectiva predicción de aminoácidos y se comparó con S. typhimurium 

(Figura20), la cual, resulto idéntica. 

1 
1 

61 
21 

121 
41 

181 
61 

ATGACATGGACGCATCTTCCTCTGGGCAATAAGACCTCGCGTTTCACGCAGTCTGCGCTT 
M T W T H L P L G N K T S R F T Q S A L 

GCGCTGATGATAGCGGGTACGCTCCCCGCGTATGCGGGAACATTTAACCCGCGCTTTCTG 
A L M I A G T L P A Y A G T F N P R F L 

GAGGATGTGCCGGGTATTGATCAGCACGTTGACCTTTCAATGTATGAATCCAATAAAGCT 
E D V P G I D Q H V D L S M Y E S N K A 

GA/\CACCTGCCAGGT.l\AATACCGCGTCTCGGTGGTGGTCAACGAAAAAAAAATGGAGTCT 
E H L P G K Y R V S V V V N E K K M E S 
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241 
81 
301 
101 

CGCACCCTGGAGTTTAAGGCAGCGACAGAGGCGCAGCGCGCAAAAATGGGTGAATCCCTG 
R T L E F K A A T E A Q R A K M G E S L 

GTGCCGTGCTTAAGCCGCGTGCAGCTTGAAGATATGGGCGTGCGTATTGATAGCTTCCCG 
V P C L S R V Q L E D M G V R I D S F P 

361 
121 

GCTCTGAAAATGGCCCCGCCTGAAGCCTGTGTTGCTTTTGAC 
A L K M A P P E A C V A F D 

Figura 20. Predicción de aminoácidos de la secuencia de /pfC de S gallinarum. 

La secuencia de lpfD de S. gallinarum fue comparada con un banco de genes, y se 
obtuvieron los siguientes resultados: Tabla 9. 

BACTERIA 
Salmonella typhimurium 

LT2 

GENE 
Long Polar Fimbriae (A,B,C,D,E) 

Tabla 9. Comparación de nucleótidos de Salmonella gallinarum lpfD. 

Se realizó la respectiva predicción de aminoácidos (FIGURA 21 ). 

IDENTIDAD 
571/583 

97% 

1 GTAACCTGACAAACAACCGCTCTCAGTGTTCGCAAAATGCAAGTAGTAAAGATGCAATAT 
1 N L T N N R S Q C S Q N A S S K D A I W 

61 GGACATCCGGTGGCAAAGGTCACTTATCGCTCTATATTCTCCATCCGTTTGTGGGTGAAA 
21 T S G G K G H L S L Y I L H P F V G E S 

121 GTATTATACC'rAGCACCAAAATAATGGACCTTTTTGTGACAAAGAAACCCAGTGTATATG 
41 I I P S T K I M D L F V T K K P S V Y G 

181 GCAGTATACCTGCGTCGTCTGTATATATCAGTGGTTCAATTACGGTACCTCAGGGCTGTG 
61 S I P A S S V Y I S G S I T V P Q G C E 

241 AACTCTCCAGCGGCAGCACGCTGGAAATTCCGTTTGGGGAATTTAAGGCCACTGATTTTA 
81 L S S G S T L E I P F G E F K A T D F K 

301 AAGATCGCAAAGGACAAGTTGCAAAGAACGCCACGAAATTCACCAAAGAGCTGCAGTTTA 
101 D R K G Q V A K N A T K F T K E L Q F K 

361 1\ATGCACCAATATTTCCGATGGCGTAAAGATCTTCCTGCGTATTGAGGGAATGCCAAACG 
121 C T N I S D G V K I F L R I E G M P N A 

4 21 CT AA TGATTCGAA TGCCATCGACATGGGCAACCCGGATATCGG'rGCCGTCATTGAGGGCG 
141 N D S N A I D M G N P D I G A V I E G A 

4 81 CTAACGGTAAAAT'rTTGGTGCCAAATGACGCCAGTGTTAATCAGGAGCTGAGCGTATCGG 
161 N G K I L V P N D A S V N Q E L S V S G 

541 GTCTTGTTGACGACACGCACCGTACCGCCTCAACGACCATTTCGGCTTACCCTATCAGTA 
181 L V D D T H R T A S T T I S A Y P I S T 

601 CCACCGGCAAATTGCCGGCCGCCGGGGATTTCGAGGGAATTGCCACCATGCGTATTGATG 
201 T G K L P A A G D F E G I A T M R I D V 

661 TGGAGTAA 
221 E 
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Figura 21. Predicción de aminoécidos del gen LpfD de S. gallinarum. 

La secuencia de lpfE de S. gallinarum fue comparada con un banco de genes, y se 

obtuvieron los siguientes resultados: Tabla 10. 

BACTERIA GENE IDENTIDAD 
Salmonella typhimurium Long Polar Fimbriae (A,B,C,D,E) 556/561 

LT2 99% 

Escherichia coli Adhesina Fimbria! (lpfE) 26/27 
96% 

Tabla 1 O. Comparac16n de nucle6tidos de Salmonella gallmarum lpfD. 

La secuencia de /pfE de S. gal/inarum se comparó con la reportada en S.typhimurium 

con el programa de computo DNAMAN, ver (FIGURA 22) 

1 CTTACCGCTTCCGCGATGGCGGCACCGTCTAATATCGGTTCTGCTGGTGATATCCACTTT 
11111111111111111111111111111 111111111111111111 111111111111 

40 CTTACCGCTTCCGCGATGGCGGCACCGTCGAATATCGGTTCTGCTGGTGATATCCACTTT 

61 ACCATTACTATTAAGGCGGCTACCTGTGAACTGGAAAACGACAGTATCGACGTCAATATG 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

100 ACCATTACTATTl\AGGCGGCTACCTGTGAACTGGAAAACGACAGTATCGACGTCA.'\TATG 

121 GAGACCGTGGTGCTTCAGCGCCCGGTAJ\AAG'l'GGGTAAAGAGC'l'GAACCAGAAAAACTTT 
l l l l 111111111111111111111111111111111 11111111111111111111111 

16 O GAGACCGTGGTGCTTCAGCGCCCGGT AAAAGTGGG'!'AAAGl\GCTGAACCf,GAAAAACTTT 

181 AGCATCGGCTT AAAAGATTGCGCGTATGCCACAAAGGCCAGCGTTACGATGGACGG'l'TCT 
l l l 111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

220 AGCATCGGCTTAAAAGATTGCGCGTATGCCi\CAAAGGCCi\GCGTTACGATGGACGGTTCT 

241 CCGGACCCGACTGACCCCTCGCTTTTTGCCCTGGATAGCGGCGGCGCGACGGGCGTGTCG 
l l l l l l l l l l l l l l l 111111111111111111111111111111111111111111 11 

280 CCGGACCCGACTGACCCCTCGCTTTTTGCCCTGGATAGCGGCGGCGCGACGGGCGTGGCG 

301 TTAAAAATTAAAACATCTGGTGGGGAGCAACAA'l'ACCCCTCCAGTACCGACTC'l'ACGCCT 
l l l l l l l 111111111111111111111111111111 11111111111 111111111111 

3 4 O TTAAAAA TTA!'.AACATCTGGTGGGGAGCAACAATACCCCTCCAGTACCGACTCTACGCC'l' 

361 GTCGAACACACTGTC'l'GGTTTGA'l'GG'l'ACGAACAAGCTGAACTATATCGCCAGCTATGTG 
l l l l 11111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

4 00 GTCGAACACACTGTC'l'GGTTTGATGGTACGAACl,AGCTGAACTATATCGCCAGCTATGTG 

421 CCTGTTAAGCCGGATGCCACCGTTGGCACAGCGAATGCGACGGTGAATTTTAGCGTCACA 
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 

460 CCTGTTAAGCCGGATGCCACCGTTGGCACAGCGAATGCGACGGTGAATTTTAGCGTCACA 

481 TACGAATAA 
111111111 

520 TACGAATAA 

Figura 22. Secuencia nucleotfdica de lpfE de S.ga/linarum (color azul), comparada con S. typhimurium 
(color negro). Los nucle6tidos diferentes se senalan en color rojo. 
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Se realizó la respectiva predicción de aminoácidos (FIGURA 23 ). 

1 CTTACCGCTTCCGCGATGGCGGCACCGTCTAATATCGGTTCTGCTGGTGATATCCACTTT 
1 L T A S A M A A P S N I G S A G D I H F 

61 ACCATTACTATTAAGGCGGCTACCTGTGAACTGGAAAACGACAGTATCGACGTCAATATG 
21 T I T I K A A T C E L E N D S I D V N M 

121 GAGACCGTGGTGCTTCAGCGCCCGGTAAAAGTGGGTAAAGAGCTGAACCAGAAAAACTTT 
41 E T V V L Q R P V K V G K E L N Q K N F 

181 AGCATCGGCTTAAAAGATTGCGCGTATGCCACAAAGGCCAGCGTTACGATGGACGGTTCT 
61 S I G L K D C A Y A T K A S V T M D G S 

241 CCGGACCCGACTGACCCCTCGCTTTTTGCCCTGGATAGCGGCGGCGCGACGGGCGTGTCG 
81 P D P T D P S L F A L D S G G A T G V S 

301 TTAAAAATTAAAACATCTGGTGGGGAGCAACAATACCCCTCCAGTACCGACTCTACGCCT 
101 L K I K T S G G E Q Q Y P S S T D S T P 

361 GTCGAACACACTGTCTGGTTTGATGGTACGAACAAGCTGAACTATATCGCCAGCTATGTG 
121 V E H T V W F D G T N K L N Y I A S Y V 

421 CCTGTTAAGCCGGATGCCACCGTTGGCACAGCGAATGCGACGGTGAATTTTAGCGTCACA 
141 P V K P D A T V G T A N A T V N F S V T 

4 8.1 TACGAATAATCACTGAGGGCCAGTTCGCTGGCCCTTTTCCATTTTTAGTGATTTTTTGTA 
161 Y E S L R A S S L A L F H F F F V 

541 AAAATCTTCTCCGATCACACT 
181 K I F S D H T 

Figura 23. Predicción de aminoácidos del gen lpfE. de S. gallinarum. 

Hemoaglutinación en placa 

Con el fin de determinar la fimbria tipo 1 de nuestras cepas, se realizaron 

hemoaglutinaciones en microplacas (FIGURA 24). El experimento se realizó por 

triplicado. 

~',;:!'. '~ cft'< ,. ·' • ·• ; 

r;,a- :~ . .> ;:·14 

~~)1>:,">i-'.F' 2 ·~; • •• i •. 
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3 ¡_{!}: :~~. ;~';\\ ;:0 •• 
;. 

4 ~·- ·:• ·r • • • • • .;·· " 
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• •• • Figura 24. 
Carril 1 cepa FVA-1 

s~ .·~ ~lt' s. gallinarum. :. '1) 
Carril 2 cepa 938 de 

···..-; ·.~~ 1'1 typhimurium. 
·.¡ 

i····~ .. Carril 3 cepa 323 de 
•.•, gallinarum. 

• .,. ,• ~~·~· 
Carril 4 s. typhi. i· 
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Cultivo Celular 

En los ensayos de cultivo celular se evaluó la adherencia de S. gallinarum a diferentes 

tiempos de infección ( 5, 10, 15, 20, 25 y 30 min), esto con el fin de determinar 

aproximadamente el tiempo que tardó S. gallinarum en adherirse a las células 

epiteliales. Es importante resaltar que los resultados de adherencia fueron únicamente 

cualitativos (adherencia difusa, adherencia localizada o ambas)(FIGURAS 25 y 26). 

Además, estos ensayos fueron acompañados de ensayos de protección de la 

gentamicina, para corroborar el papel de la adhesión en la invasión. 
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Figura 25. Adherencia en Células Hela. 
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En el panel A, las células se encuentran sin infectar. El B, a los 5 min se empieza apreciar adherencia, las 

bacterias se localizan alrededor de las células epiteliales. En C, a los 15 min el patrón de adherencia 

difusa es más evidente, las bacterias no presentan agrupaciones especificas. En D, la cantidad de 

bacterias adheridas es mayor, las células empiezan a sufrir dai'\o y en E, se pueden apreciar menos 

bacterias adheridas, algunas dan la impresión de formar agrupaciones(clrculo rojo) y la célula empieza a 

formar vacuolas. 
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Figura 26. Adherencia en células Hep-2. 
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En el panel A se muestran células sin infectar. En el B a los 15 min. el patrón de adherencia es difusa. las 

bacterias se localizan alrededor de la célula. En c. a los 20 min de infección las células presentan dai'lo. 

se ven células redondeadas .algunas con el citoesqueleto laxo, sin embargo aún existen bacterias 

adheridas y en D a los 30 min las bacterias que se encuentran adheridas son menos, sin embargo, las 

céluas muestran un dallo evitente con la formación de vacuolas, y otras su muerte celular. 
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La adhesión tanto en células Hela como en Hep-2 se vió desde los primeros 5 

minutos de infección, seguido de una invasión, ya que se pudieron recuperar colonias 

bacterianas después de este tiempo. Conforme avanzaba el tiempo, la adherencia era 

más notoria, y el número de colonias recuperadas fue mayor. 

Se obtuvieron porcentajes de invasión de las diferentes cepas, cada una mostró un 

patrón distinto de invasión, dependiendo de la linea celular utilizada, ver (FIGURAS 27 

y 28). 

•,4 Invasión 

1,8 

1,6 

Invasión Células HeLa 

1A ' ,_,_~~~~~~~~~~~~~~~~~~----· 

1,2 ~ 

0,8 

0,6 

0,4 

0,2 

o~ ... .-.~.._IW,li::w._.~ ...... .;::l ....... ~.-..-.~ 
5 10 15 20 25 30 

Minutos 

DFVA 

•323 
0938 

Figura 27. Porcentaje de invasión en células Hela desde los 5 minutos de infección, hasta 30 minutos 

con una MOi 100:1. 
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o/o lnvasion 

lnvasion Células Hep-2 -------a 
IA----------1 --··~. __J 

., 
' IA-------------tt --- ·, 

Minutos 

,i· ---- 1 ---· ---, 
j ! 
::'--¡ 

!cFVA 
1•323 
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10938 

[ oContro~_: 

Figura 28. Porcentaje de invasión en células Hep-2 desde los 5 minutos de infección. hasta 30 minutos 
con una MOi 100:1. 
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Discusión 

Una parte fundamental en la .sobrevivencia de diversas especies bacterianas es la 

capacidad para adherirsea diferentes superficies y sustratos. En el presente trabajo se 

estudió la .capac_:ida~ c~t;:t~a_dhesiónde s. gallinarum, en ensayos in vitro, también se 

logró identlflc~r ~·~bti~~:~un~ secuencia parcial del operón /pf descrito previamente en 
- . '" ~:~:-· -~;:·;..,. 

s. typhimi.JriuPri,:.perono en s. gallinarum. 
- ·- .. , :·::·:~·~c-~~'':·;;.:··;:t_~-:~::·::·' :._ 

.'. ·::" ·- /:_.;·,:.:·'.·~:.::.__:._,·>;. 
,.,-

La secuencia .. deÍpf)li.~na de las subunidades más importantes en la formación del pili 
_-, -- ~<~(/~~:' 

lpf de s. gal/Ínarüm fÍJe'obtenlda a partir de la cepa FVA-1. Al realizar la comparación ,, __ -. --- ~ ... ..; .. ·.e:-",.,.,·--.-_,, ·, . ,.,- :·.. - , 

de esta secuencia ec'én1'~1 banco de génés Tos\résultados mostraron una Identidad . .. - ·._ ' --~' :-<~{~ _ .. :~:·:~~.:·, ::.;~·:<_.:- . -. :· ·: . ... -:_~----·· ;){;!j_~~::·.-.:~:r;-;._ ·_-. ~-·_,-.:.: .. · ,:; '_ - - -
nucleotfdica del 95% con la secuencia descrita eri'.S. typhimurium para este gene. El 

- - . -· ~ - . - ¡. ., ' -''-~- '.,,, - " . - • 

alineamiento de la ~ec~en~ia cÍ~d~cida.~é';;~i~bá6'f~~~i;~'6~~~;:¿, qUe sÓlo 'hay dos 
- ,. ·- __ , --- 7/:--~ú%C:·~:t~f:<_;0~~:-:,~:·_::1~; ___ , .. --· --- --

cambios de aminoácidos, uno en la posición 19"donde en vez de encontrarse serina 
• • , •• _ .. .,_' .:-;.~::' ,,;:"···- ,/· V 

se encontró fenilalanina, y otro en la posicÍó~:,1'~i::db'AH~~'~é ~;.J'contró serina en vez de 
' ·.. ', .:'·~,·-:¡_i_;~;~·~j-~~~:'...~:i\.~i?~-·,~·:· - -, 

encontrarse glicina. Cuando estos'· carnl:Íio~'ifJe~~n:'ob~~rVados, se consideró que 

podrfan afectar el plegamiento de la pr~t~f~~;~~~J'.Í~ d~al se realizó una predicción de 

estructura secundaria. Los resúltado.s;obt~~:i~€{f.€~~7;~:sÍapr~d_ifciÓn mo::;traron algo 

que la secuencia no pudo mostrar. La d~trC~;~:~~ ~~6Ü~d~~la ~bt~nid~ /co~~arada en 
'-_ ' -,'.·: : .. ·· :·:. :- .'.·: '}: ~r:->1~~~:: ~/it{;i_-~~\ff~.::-:: ~,~-~~)'.·~::~¡;/: \_;~~·~;>~:~~-~'.".~~: -~~" <: : ,'•! ~- ._ 

un banco de protefnas mostró una homologia\:iei}o0//ca'r{1a'pf~t~Ín~' PapK de E. coli . 
. :. - ·. , '~.--.--:-~·~e';:¿-_:"··,:·,·,·,:-~·;.-:.,__-"; . ..-~(,··,:~·-,' 

De esta forma el modelo de plegamiento ellc~~trac:f~. nosp~r'mitió ~~r. que a pesar de 

que el. cambio de fenilalanina es drástico, ya que la serina es un aminoácido con una 

hidrofobicidad de -0.55 y la fenilalanina un aminoácido con una hidrofobicidad de 1.92, 

este cambio no afecta el plegamiento de la proteína, pues no cae dentro de los 

dominios de hojas beta plegadas que determinan la forma y función de esta protefna. 

En lo que se refiere al segundo cambio este si cae dentro de una de las hojas, sin 
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embargo el cambio no.e.s radical, cons~cjerando que la serinatiene una ~ld:rofobicidad 

de -0.55 y la glicina de -;-0.67, por lo tanto la conformación beta se .conserva. 

• ' 1 • 

En lo que· se refiere .~ la· posible. similit~d >en la función, que· pudiera,n tener PapK y 
-¡;-.·:;-,· 

·. L:pfA; se d~be'co~sid~r'ar que a pesar de que PapK en sólo una subunldad menor que.·· 
·:·-:.~';">.-.:, /:.f·~ . o·-~-= ',';·.'f· ~--. \/.:~~:_-~/;' ,; . 

forma pa~~ 'ci¿·~~ fibrilla d~I pilL P, tiene la conformación necesariaipara que la 

chaperona ·· p~~d~ .l'ebbriocerla ·•·y transportarla a la membran~.'.º ~·~t6\es una 
·º--'--;o~' - ,_ . .,,,_-- ---~·. «-"" -

conformación sirnil~r'f~~lci .. de l~s ·inmunoglobulinas. Al analizal''.~~'3súél secuencia .. ·; .'-\·-· ,:,;; 

observamos que la prot~fnél LpfA tiene la misma conformación dé i~r:ri~'noglobulinas, 

necesaria para el sist~·~~~~~·~haperona acomodador y por ta~io,·~:ll~~"J~f~\~at~ de la 

unidad mayor q~: fo;~~l~;.~Ge~~o del pili y no la de fibrilia: '1l'~~M~~~~)¡:o~~dece al 

hecho de que r~A6:~~.;~,~:~~ .· ~.nsarnbladas º p~rt~~~~+ :r·~¡Jl~i~t~~~ •. chaperona 

acomodador. ••• /' :·;;::. · '' ' '·"'' · '":;e;. 

Como se aprecia en RESULTADOS, la secuencia presenta once hojas beta de 

tamaños diferentes. De estas once hojas, ocho participan en la formación del dominio 

clásico de lg, que sirve como sitio de reconocimiento de la chaperona. De igual forma, 

es posible localizar dos clstefnas, las cuales ayudan al plegamiento global de proteina 

al formar un puente disulfuro. Finalmente, el extremo carboxilo terminal de esta 

proteína presenta residuos hidrofóbicos alternados, descritos en el sistema chaperona 

acomodador, los cuales son necesarios para el reconocimiento de la chaperona. Con 

esta evidencia podemos afirmar que LpfA presenta una alta homologia con las 

protefnas del operón pap, lo cual nos hace sugerir que esta fimbria es ensamblada con 

un sistema de chaperona acomodador. Este dato no había sido reportado para S. 

gallinarum, lo que constituye un avance importante en la comprensión de como esta 

bacteria ensambla sus fimbrias. 
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Lo anterl~r, p~rrnitirá comprender mejor los fenómenos de adhesióne11_esta_b¡:¡c!~ria, 

pero sobre todo permitirá el diseño de estrategias novedosas . en. el co:~trol de la 

enfermedad, por ejemplo, empleando estas fimbrias como· antígen()S .·protectores 
· . .:: ::~: . .,,_·,,:·"'''' ";, ·. (• .- .. •,-·. 

contra S. gallinarum y otras especies del género, que aunqueino'tienen illlportancia 

como enfermedad infecciosa en las aves, representan~~~.f,~ro~le~*~:f~:+~-~e~sa~uci-
pública. ; i.' <~'"· {' · ":· Y ... 

En lo referente a la predicción de LpfE, un dato importa'~t;;~':';~~;;l1tar'.~~'i'1á ~i'militud 
·. ·;}~t'~:;~~:.::.~;~:i:~~.=~f~~f:\~~~--~7;<~: t~:~;~·~'.'/~::~}~.: ·< -.·: 

con una proteína lectina que se une a manosas, lo cual coincide: con 'el; hecho; :de que 

LpfE es la adhesina en esta fimbria y que el fenotipo de agluti~~~¡~~~'.~~:~í~'~Jp~·FVA-1 
·o'§_~'.--:t":i:-.-~ • ··~ ,_: ·"e , ';"O'.<,·, 

mostró ser dependiente de manosas. Además de esia:ho~'o1c:i~1J'ifQB: p~oteínas 
lactinas, esta proteína mostró también el plegamiento .clásico;~imd~'¡:.)~'¡'1~;·~11~~~~a-rio 

•• -· :· ' ..•.. • - ,'•¡. - '.• ,c·.:·'i~.:- ·-,·_,-;:·:-:·;~\i'"'';'~-" .--:· ·-.;_ ;_ ' - - ¡.,, >- ' 

para su reconocimiento. y ensamblaje por· .. · parte ·:de1:~sisterT1aj'Je:('6tí~perona 
acomodador, lo cual coi~dde .~º~ I~ ~u posición ~ntér1~i~:~~;.~,:~1,'f1~0:1~~-~~s~mbl~je 

-:,j-
. ' :~: ;-, 

~:~~):/ '."";º': j 

-,-... -~ -X::~:·::~~:;:~~~~~-)~_:·'. '<:;'. __ ;" __ :<:~- , 
que esta fimbria tiene. 

• :'s°;;: 

.-,.,1,": .,.-· 

El análisis <:f~' las otras'.secueríciás no pudo llevarse a cabo debido al hecho de que 
,.,, .. , . ' ... 

~-- '-~· -·. 

para algun~~ n~ s~~ logró obtener la secuencia completa, debido al tamaño de los 

fragmentos, nuevos iniciadores son necesarios los cuales se tendrán que diseñarse a 

partir de la secuencias obtenidas. No obstante cada uno de los segmentos se tienen 

clonados lo que permitirá la reconstrucción del operón más rápidamente. 

Dado que los iniciadores empleados abarcan regiones adyacentes al gen amplificado, 

se pudo establecer que el orden de los genes en S. gallinarum es el mismo que el 

encontrado en S. typhimurium, es decir lpfA. lpfB, lpfC, lpfD y lpfE. 
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En .l()s en~ay()sd.e ~erri~agl~tin.ac;ióll llevél~ºs.a. c~boco11.1as c;ep~s~mple.a9as~n este .. 

estudio se pu~o observar que s. typhim~rium y una de lás cepasde s. gallinarum 

(FVB~323) ··aglutinaron ·9lóbúlos ér6Joscie ·écibayo;~mieritras que :s. galfinarüm · FVA~1 y 

s .. typhi, no'·1·~··h¡~ie}~~···:~ste,hech6.nos'·~:c~::~~ñ~~;·~u.~·.1~·:·~~·g'~ía2~~·''~l·::;ta·'fimbria 
podrlacfo7~~.~i~~i:··~~Éf~tJ~F+~~t~~·,H;~lf.~§~~f1'6~~esc~ito en· E. co/i, ·ya que • 

s. 9a1finaru(11 ceíla:f:=vA:F.cuenta tamhié~ con;Lpf, pero no con 1a capacidad de 

aglutinar,glÓbúlÓs rojos de cobayÓ, a pesar de que en ambas cepas se logró la 

amplific~~iÓn de genes del operón lpf. Lo anterior destaca que la expresión de esta 

fimbria es un evento regulado en Sa/monella, por factores aun desconocidos. 

Contrario a lo anterior, en los ensayos in vitro, se pudo observar que tanto S. 

gallinarum como S. typhimurium .fueron capaces de adherirse a las dos lineas 

celulares utilizadas pero'Jo imp6rt~nte, ~ destacar es que el porcentaje de invasi.ón 

varió,.deperidiendode .laillne~'celula,r utili~ada; •si~ndo que S.ga/finarum.cepaFVA-1 

fue más:1.~t~~,~~:~~;6+~·1~~:~i~-;r~··:.s.• .ty~~;~~~~~·.pre~e~tó '·~a~br .. ·in~~~ivid,~d' en 

células Hel.a'; estos r~suitadós suguieren la presencia de diferentes receptores a nivel 
-. - .. c.·· .·.e: ., >. ~·.: .. :: ·c.:~·::~: : ;, :·.-· -·: -·-;-·· _., .. ..__ . . .. . . -.. -- -. -.. ,, . . . " :· . 

de 1a2é1~1~ tluéspec:i:. 

En los ensayos de adherencia pudimos observar que S. gallinarum es capaz de 

adherirse desde los primeros 5 min de infección, y lo más sorprendente es que en este 

mismo lapso, Salmonella ya esta invadiendo. Se sugiere realizar ensayos en tiempos 

aún mas cortos. 

El patrón de adherencia de Salmonella fue difuso, aunque en algunos casos se pudo 

apreciar la formación de agregaciones (adherencia localizada), las cuales iban 

acompañadas de la formación de vacuolas en el interior de la célula huésped. 
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En un mismo campo visual se encontraron diferentes estadios celulares. Se 

encontraban .células aparentemente sanas, únicame.nte con bacterias adheridas a la 

periferia de la membrana, células con cambios en ~u.~onformación, células laxas y con 

despr~ndimiento de la membrana y células muert.~s.t;+~dos estos cambios se pueden 

deber. a factores fisico-quimicos de las célula~'.-¡)'ero'¡a participación de Salmonella en 
-:>_;_, ./-' 

la infección es muy importante y cabe resaltcirque"~stos cambios observados en la 
.~ ·::,:';<·'~''./;' 

célula son debidos en gran parte a la interacción de Sa/monella con la célula epitelial. 

Es importante recordar que una vez que Sa/monel/a se adhiere a la célula huésped, 

empieza toda una cascada de señalización que conlleva, desde la movilización de 

actina, la formación de "ruffling", rearreglo en el citoesqueleto, hasta recuperar por 

completo la moñologia de la célula. Por tanto, ésta podria ser una explicación de los 

cambios observados. 

Para P.od~r ilus,trar.Y entender por completo el papel de las fimbrias en la adherencia, 

es nece~ari~ ·~ar¡cterizar y estudiar a fondo cada una de ellas en un modelo adecuado 

y así poder determinar estrategias adecuadas de colonización. 

Sin embargo, para determinar el papel que juega el operón lpf en la adhesión de 

S. gallinarum, es necesario hacer otro tipo de experimentos. En trabajos futuros está la 

elaboración de una mutante en el gene lpfA y su evaluación en modelos in vitro como 

in vivo. 
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CONCLUSIONES. 

1.- Se identificaron los cinco genes (lpfA, lpfB, lpfC, lpfD y lpfE) que componen la 
región del operón lpf en Salmonella gallinarum. 

2.- Salmonella ga/linarum preserítá Una alta Identidad tanto en el orden de los genes 
como en la predicción de aminoácidos delOperón lpf de· Sálmonel/a typhimurium y de 
Escherichia co/i. . . ·:·· i\' ' ·,, .· ·: <:'/i' ·'O.);.•> · ' 

.· -·~ ·--"~ ·":-, -

3.- El• gene fpfA. pr~~e·~ia·~~ª~.·~1t~;·~3~3,g·~h~I~~~;·~~~t~1n.a1~~~¡,~g~~~W'P:~~ 1(~a;jkJ; 10 
cual' nos háce sugerir qúe:está, fimbrla'es' ens'ambláda· c6m6';uri'.sistemá de' chaperona 
acomodador. ·. · ·· •.···" ,. ; '; .. '. ' '" ·' < · '•• · .. ,., .··· \,:" ., :.··:.,: ..... '.'.:¡; ... '. · · 

~:_,.-;. )··~·:. ~ .,- '.,i··, 

4- Con base en losensayos ele adherencia, se puEldEl:S~gerir que Í~ adh~;~~Cj~ es un 
requisito necesario para quese lleve a cabo la invasión en S. gallinárum .cepa'fVA-1. 
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