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RESUMEN.

El potencial patégeno de Salmonella o de cualquier enterobacteria depende en gran
medida del reconocimiento y colonizacion 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
Salmonelia incluye diferentes tipos de fimbrias, ‘entre ellas a la descrita como “Long Polar
Fimbriae* (Ipf).

En este trabajo se han identificado los cinco genes que componen la region del operéon
Ipf en Salmonella gallinarum, dichos genes presentan una alta identidad a nivel
nucleotidico, como a nivel de aminoacidos con el operon Ipf de
Salmonella typhimurium y de Escherichia coli enterohemorragica O157:H7.

Los ensayos de adherencia muestran que S. gallinarum presenta un patrén difuso de
adherencia en células epiteliales tanto de carcinoma de laringe humano (Hep-2) como
de carcinoma cervical humano (HelLa). Los ensayos de invasion en células Hep-2 y
HelLa demostraron que S. gallinarum es capaz de invadir desde los primeros 5 minutos
de infeccién y, a la vez, demostraron que la adherencia es un paso primordial para que

se dé la invasion.

( Salmonella gallinarum, fimbria polar larga, adherencia, invasion)

Este trabajo fue financiado por los siguientes proyectos:

« Desarrollo de herramientas moleculares para el control de la Salmonelosis aviar.
Fase lll. PAPIIT, IN-223398.

e« Desarroilo de herramientas moleculares para el controi de la Salmonelosis aviar.

CONACYT, No. 27669-B.
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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 critical roles in attachment to
epithelial cell surfaces. In this work, we have identified in Salmonella gallinarum an operon
consisting of five genes, IpfABCDE, these genes are closely related to the long polar
fimbriae operon of Salmonella typhimurium and enterohemorrhagic Escherichia coli
0157:H7, as in gene order as in conservation of the deduced amino acid sequences.
Adherence assays showed that S. gallinarum had a diffuse pattern of attachment to HelLa
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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INTRODUCCION

Generalidades

nyo,lucradas, la- del

ia que s’lr\'/eril :
v-las celulas

mfeccuones :

patégenas!

Durante‘su evolucion' las bacterias han desarrollado complejos varlados mecanlsmos para

presentar adhesmas a receptores eucariotes, que promueven Ia union.y colomzacuon de,

la subsecuente |nvaslon “de.‘;esos‘,tejxdos Apendlces

mucosas n.yv;en muchos casos
1
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la mayoria de los

extraceluléres Iargos que semejan'

Auane adhesinas aﬂmbrlales’han,sudo des’crftas, inc'lusd alg‘unas son secretadas en formas

solubles,par después unirse con, la bactena Ia adhesuon de las bacterias a las células del

hospedador esta prmcnpalmente medlada por fi fmbrlas (o} pI|IS .

Desde su:descubrimiento, diversos trabajos se han realizado para la clasificacion de estas
estructuras. Duguin‘et al en 1966 sugirieron gue las fimbrias de las bacterias Gram negativas

fueran clasificadas en tipos de acuerdo a su forma y su patrén de hemoaglutinacién. De esta
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forma,

las_fimbrias_tip

,|’c'aci6'n dentro del grupo I y elr

fimbrias son"en ‘blarqas en la superficie bacteriana, de esta cla]si_f‘”a, i6n se: hablara mas .

adelarite.

Las ﬁmbrias s estructuras heteropollmérlcas. El cuerpo de.la t”mbna esta compuesto de

alredédé;:de Al m némeros idénticos, conocidos como subumdades pnncupales y de 1a10
"sti‘,r_\tas. Las subunidades principales o una de las subunidades
menoreé pu rserVir comb adhesinas, mientras que otras subunidades, cominmente mas
grandes,,se encuentran localizadas en la base de las fimbrias intercaladas entre la membrana
c1toplasmat|ca bacterlana sirviendo como proteinas de anclaje de la fimbria a la misma. La
microscopia electronica ha revelado que las fimbrias pueden variar de diametro y largo. La

longitud de las fimbrias puede ser hasta de 10 um y el diametro de 1 hasta de 11 nm, aunque

3
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cto del procedlmlento de punf”cacufm de la fmbrla y el poder de resoluclon o

210

del mlcroscoplo electrénlco

Existéh':oirés éstructura que”f'm'_edian"tambié’nl’vla‘,jadheslér’i'V'ba‘cteriana}' '_Entl;e_estas_ se

encuentran el lipopolisacarido

tenconcos “acidos telcurémcos, ﬂagelo capsulas y capas S Io cual nos: hace pensar en el'

|mportante papel que tiene Ia adherencna en Ia sobrevuvencna bacterlana R

Adhesion.

El primer paso en la adhesnon bacterlana es la unlon |nmed|ata de Ia bacterla con eI sustrato

lo cual es un proceso reversnble”

La adhesnon de un mlcroorganlsmo una superflcle esté

Ia fuerza d

interaccione idales, onsecuentemente

propensié :dela:b. cte‘ri_a'fpara adherirse a superﬁmes,ha sido analizada contabilizando las

bacteri_a' ‘qu manecen unidas a superficies después de una incubacion por un tiempo

determinado’'’'2: También se ha empleado la microscopia electrénica con métodos como la
tincién'néga'tiv'a,,en la cual un compuesto con una densidad alta de electrones (numero

4
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atémlco alto) es mezclado con Ia muestra a’ anallzar Estructuras como fmbrlas ﬂage!osr R

capsulas capa' 'S“ memb ana y peptldogllcano pueden ser |dent|t"cado con st técnlca, S

' lncluso es pOSIble determinar. ue estructuras de Ia supert"me estén en contacto directo con»el

n esta técnlca es de aproxnmadamente 2 n

'Ia unlon de bacterlas a. octyl-sepharosa u otros hidrocarbonos unldos a'perlas

Estos“eksTtUdipvs;:ha:hv ‘permitido establecer que la hidrofobicid‘ad_e’s'té involucrada“e “var‘i‘q:s -

fenamenos de adhesidn bacteriana, incluso se han podido establecer los siguien (

HIDROFILICO Acidos teicoicos y telcuromcos
Capsula. L
Peptidoglicano.
Lipopolisacarido.

Acido llpotelcmco
~Fimbrias. :
““Flagelo. ~ ~
f'Proteinas de la membrana externa

HIDROFOBICO

determmada por mteraccuones :
_‘.pv r |nteracc10nes hldrofoblcas
y por una compleja coordlnacubn ‘de.-iones multlvalentes No hay otras fuerzas conocudas

involucradas en la adhesion'?'2,

Estructura molecular de las adhesinas fimbriales.

En 1977 Ofek ' sugiri® que proteinas con propiedades de lectinas podian funcionar como
adhesinas. Tiempo después se encontrd en E. coli una estructura capaz de aglutinar glébulos
rojos de cobayo,,lo cual podia ser bloqueado agregando manosa u otros disacaridos a la
reaccién. Lo antenor h|zo considerar que varias adhesinas en la superficie bacteriana podrian

tratarse en realldad de lectinas bacterianas; sin embargo, se encontrd que algunos miembros
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del . género Staphylococcus Yy Streptococcus expresaban adhesmas que carecian de actlwdad

de lectma. lo cual ) recon“ |derar Ia naturaleza de las adhc—;smas1 2 Actualmente se conocen

primera vez las fimbria

A partlr de los trabajos anterlores muchos mas se han realizado y actualmente se cuenta con

una descrlpc deta ada de carbohidratos que bloquean la adheSIon

Enlo que e eflere a su biogénesis al menos cuatro mecanlsmos de ensamblaje de fimbrias

han sndo descrltos en los Ultimos afios, los cuales son:

1.~ S|stema de chaperona-acomodador
2.- sistema general de secrecion
3.- sistevma de nucleacion-precipitacién extracelular

4.- sistema alterno de chaperonas
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Para cada uno de estos sistemas existen modelos prototipo que son los mas estudiados El pili
P vy el pili tipo | (sistema de chaperona-acomodador), el pili tipo" IV (snstema general de

secrecién), el curli (sistema de nucleacion-precipitacion) y el pili CS1: (SIStema alterno de

chaperonas)'®.
Sistema de chaperona-acomodador, Pili P y tipo .

Mas estudiado en cepas de E. coli uropatbgenas asociadas con pielonefritis agudas, dohde

parecen ser un factor primordial en la colonizacién de la vejlga y vlrulenc:a del ac‘to'u'rinario.'

( _4)7galactop| anos do presente en Ios i
glucolipido as membranas celulares del eplteho del tracto urinario’. Once genes

organiza&o pap son requerldos para la expresion y ensamblaje de este pili'®, El

gen papG:codifica ‘la adhesma responsable de unirse al receptor en la célula, la eliminacion

de este ¢ : ecta el ensamblaje del pili; sin embargo, resulta en una pérdida de la

adhesfén; La pr_QteIna PapA forma el cuerpo de la fimbria, agregandose en forma de cilindro
helicoidaylb con 3'.28‘subunidades por cada vuelta. La fibrilla localizada en la parte distal del pili

7
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esta formada por vanas subumdades de F’apE arregladas tambxen en hélice. La’ adhesma’{

i transloca dando como resultado la formacuﬁn:del plll (Flgura ) Dentro de este

_grupo de chaperona acomodador se encuentra tamblen la. t”'k bna Fim de rita’en varios®

miembros de la familia Enterobacteriaceae 223,

Sistema general de secrecion , Pili tipo IV

La formacién del pili tipo IV requiere de la expresion de 1) una prepl|ln peptldasa que corta la. -

secuencia senal de las subunidades, 2) una proteina lntegral de membrana |nterna 'que snrve

de plataforma para el ensamblaje del plll 3) una proteina con actnvndad de A, ~asoc|‘ad>a', :

independiente de

El pili tipo IV es’ expresado en una gran variedad de microorganismos patogenos. Estas
fimbrias median la adherencia a células epiteliales, la autoagregacion bacteriana, actian como
receptores para bacteriofagos 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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esta codlfcada en un plasmldo y tlene un papel Importante en_la patogénesns de Ias lesiones

24, 25, 25

producndas por este mlcroorganismo

La fbrfnécnén:de ‘este 'pili en: oli; es: de Ia forma stgwente. despues de’la translocacmn de

El plll ensamblado.es ranslocado a través de la’ membrana externa por.un:poro.formado por:,'f

varias umdades'de PilQ: L hpoproteina PilP. parece'estabxllzar la: expreslén de PIIQ,como un;,

multimero. PilC es una adh’esnna'que parece facilitar el paso y el crecnmlento_de este _Qrganglo vl

a través del poro'32827,

Sistema de nucleacion-precipitacion extracelular, curli.

Mientras que los mecanismos que se han descrito en torno al ensambiaje de un pili,
comienzan desde la membrana interna o externa, la formacion idél“éur‘li ocurre fuera de la
bacteria por la precipitacién de las subunidades solubles secretadas formando fibras delgadas
en la superfcue de la bacteria. En E. coli se han descrlto dos operones para el ensamblaje de

este tipo. de fmbnas conocidas como “curli”. El operon csgBA en el cual csgA codifica para la

9
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subunidad principal qué,,fovik'njfa‘iél_' urli” y_csgB se ha propuesto que codifica un nucleador, que

encuentran en r p’da degradacuon prot oli ca : C gG podrla ser.una chaperona que trabaja

Junto con otras para translocar cada una de las subunidades ngA y ngB y evntar una

degradacion prematura de dichas subunidades'5?®,

Sistema alterno de chaperonas, pili CS1.

Este sistema también utiliza un grupo especuallzado de’ chaperonas ue'son dlstlntas a las del

mbna’ C‘FA/1 representan

CooB.forma complejos
, los cuales son

e ”d'e'pendiente. Ambos

po'livpép'tl’do_ xtremo C'-terminal, el cual

funciona co! Dicha secuencia no presenta
idrofébicos alternos, encontradas en

CooC ‘es una protelna de membrana

externa_qu el pili; CooB estabiliza a CooC en la

membrana extern ‘cualquier otra subunidad®°,

10
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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 1V, C Sistema de
nucleacién-precibitacién extracelular v en D sistema alterno de chaperonas™.
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Los cuatro anteriores no son todos los sistemas descritos, ya que existen otros modelos de
adhesion, 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 enteropatégena con

sofisticados mecanismos de adhesion.

Escherichia coli enteropatégena (EPEC).

EPEC es la principal causa de diarreas infantiles de orlgen bactenano en paises en desarrollo

La diarrea es consecuencia de las |esnones que esta bactena produce en el mtestmo En el' ‘

intestino o en cultlvos in vitro EPEC produce dos feno po

fimbrias ' no dherencia “a ospedero, 1 permiten la

bactena tra' slo ar Ia protelna Tir, la cual es: el

bacterlanas :Una caracteristica especial de Ia Al E es. la formacnén de pedestales de actina

por debajo del sitio de adhesion, junto con una destruccnon de las microvellosidades en el

intestino?33,

12
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Coordinacion de sefales en la adhesioén.

La habilidad de la bacteria para reconocer y adherirse a una“ superfme‘especnfca es un

s la causa mas .

aspecto fundamental en la ecologla mlcroblana y en |a patogénesns E. col/

importante Como.se:aprecia en este caso, la adherencia implica el disparo de una:sene.de[

sefales que le permlten ala bactena acoplarse al medio y en el caso de adherencia a epltellos

animales, estlmular que eI orgamsmo tome medidas para evitar esta adhesion®

13
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Salmonelosis.

La salmonelosis es una de las enfermedades zoonéticas mas importantes a nivel mundial que

también afecta la produccion animal, La Tifoidea Aviar (TA) causada por Salmone/la‘entenca T

serovariedad gallinarum es una enfermedad septicémica lnfecmosa que afect

domésticas de todas las edades con una alta tasa de mortalidad, lo que conlleva a |mportantes _

pérdidas econdmicas en la industria aviar. Este problema se encuentra en much s palses

especialmente aquellos en vias de desarrollo, 38384041,

Salmonella gallinarum es un bacilo Gram negatuvo mtracelular facultatlvo con una Iongltud

Salmone/la allinarum’ ene una' alta espeancudad de especie, y los brotes naturales se

observa en, s, pavos galhnas de Gunnea pavos reales, patos, y aves salvajes. Incluso

moculacnones experlmentales en ratones y otros animales de laboratorio no se reprodujo el

cuadro climco No obstante lo antenor, en el hombre se describen problemas de enteritis muy
leves, aunque sélo en casos esporadicos. Esto se debe a que la especificidad de Salmonella
ga///narum esta ‘principalmente relacionada a nivel del sistema mononuclear fagocitico y

epltello mtestlnal 44,45, “6
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La TA se transmlte de dlferentes maneras I

s pri nc1p Ies vlas de |nfec0|on:son Ia transovénca

y la oral snn embargo puede ‘haber una’ diseminacién mecanica de Ia enfermedad por medlo

culos asn

49,50

lulas epitelfaleé ky fégociticas

la temper: ypll:arid'ad y disponibilidad de nutrimentos®. En cada ambiente el
patégeno:se;enfrenta coh los componentes del sistema inmune innato del huésped que van

15
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desde Ia barrera anatémlca;que forma el epltello. hasta Ias actlwdades mncroblCldas del

A nivel mo i:ularf Se sabe muy poco de los mecanismos especificos de Salmonella gallinarum,

sin embargo. mvestugacuones a la fecha reportan un plasmido de 85 Kb, esencial para la

vnrulencua Este plasmido contiene genes que no son requeridos o que no tienen la funcioén de

16
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un_gen de. mantemmlento Ly codnt”can a: productos que ayudan aI mlcroorganlsmo ‘para

7

establecerse en eI huesped causarle dano o ambas

Sa/mohél/é galllnarum posee, al lgual qu'é dtras,espebiésﬁ"e'ri su génerb 'isla:s,de patogénicidad

Ias cuales so basicamente argas reglones del cromosoma que cont:enen genes que i

codlf ican para factores de patogenicidad®® %

El estudio de estas egiones o islas de patogenicidad ha permitido pdstﬁlai hﬁipébt'es:isv'a‘Cérqa' de’

La isla dé patogenicidad:l de:Salmonella gallinarum‘codifica para un’ sn‘s'tem‘a de secrecion tipo

1 como.‘en ‘el resto’ de"las-;bacterias de!’ mismo genero para eI caso de Salmonella

typh/mur/um este snstema se conoce.mucho mas

El sistemé"':deusecr"écién.tipo es ‘Un' complejo multiprotéico en la membrana bacteriana, que
permite a la bacteria Gram negativa secretar e inyectar proteinas patogenas en el citoplasma
de la célula eucariota. Cabe mencionar en esta parte que mientras el sistema de secrecion es

conservado en patégenos no relacionados cercanamente como Salmonella y Erwinia, las

17
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éanismo de

protelnas que se secretan d'fleren completamente, llustrando como

patogenicndad bacterlana 'puede produmr enfermedades tan dwersas como Flebre T|f0|dea o

Enfermedar d

Estructuralmente, el sistema de secrecion tipo |l se asemeja a la del flagelo, incluso varios de’
sus'co'rnponentes comparten una alta homologia, alguhos ejemplos de estas proteinas se
muestran en la tabla 18,

TABLA 1. Proteinas asociadas al Sistema de Secrecion Tipo lll.

Proteinas Proteinas de | Proteinas de Proteinas de Proteinas de
Flagelares Yersinia Erwinia Salmonelia Shigella
FlhA LerD HrcV InvA MxiA

Fiit YscN HreN ‘ InvC Spa47
FIIN/FIiY HréQ Spa33

FliP HroR™ Spa24

Fia Spas

FIhB Spad40

FliF | MxiD

18
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engloba a la bacterla “dando como resultado una aparlencna de onda en la supert"cne de Iak

célula (F|gura3)

pequeﬁas de:la familia: Rho '|nvolucrando a Cdc42 y otras proteinas del citoesqueleto. Al

proyectar elongacnones celulares la bacterla es capturada e introducida en ia célula, lugar

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

islas d|st|ntas7s'77'78'79'°°'8’.

19
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FIGURA 3. Se muestra a Salmonella typhimuruim entrando a una célula epitelial Hep-2 por medio de
endocitosis. Se pueden observar las ondas que se producen en la superficie de la célula, debido al

englqbamie’ntdg internacion de la bacteria adherente 8,

Pero I"o'énteric’)r,vno,co'{vj‘stitL':iyéﬁb todos los cambios observados dentro de las células, también
son observados camblos en los niveles de calcio, debido a la estimulacion de la via IP3
(inositol 3-fosfato). La elevacién de niveles de calcio permite entre otras acciones, estimular la
via de las MAP cinasas, que liberan activadores transcripcionales como NF-xB (Figura 4)
81,82,83,84,85

Otra proteina translocada por este sistema es SopB, la cual es una inositol fosfato fosfatasa
que tiene una funcion primordial en la enteropatogenicidad, la delecion de ésta proteina no
suprime la invasion , pero si reduce la secrecion de liquido y acumulacion de neutréfilos en el

intestino de animales infectados, por lo que se le considera como la responsable de producir

20
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cambios _en _el _epitelio. que favorecen la entrada de. Salmonella entre _los_ espacios
intercelulares cuando . hay migracion de polimorfonucleares. Ademas; junto con ' las

enterotoxinas producen diarrea®,

Type M1
Translacation Appuratus

A AT IS
5 DRI RR

(ol JE Pl @SupE  CISopB

Racl PN -»q!b——».\,\—os-lll'li'l‘l’.
GDP |SpP 1

S04

<-t£b

—

Actin Cytoskeletal
Nuclear Responses Rearrangements

FIGURA 4. Transduccion de sefales en la célula cuando Salmonelia la invade, en la figura se aprecian las

cascadas de fosforilacién que ocurren dentro de la celula y la activacién de proteinas de la familia Rho’”,

Durante otra etapa de la patogénesis de la infeccion por Salmonella, se establece la formacion
de nichos intracelulares en células fagociticas no profesionales. En la formaciéon de éstos
nichos se involucra la segunda isla de patogenicidad de las cinco descritas en S. typhimurium

87.8889 | a isla de patogenicidad Il, también codifica para un sistema de secrecion tipo Ill, el
21
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cual.es actnvado solo cuando Salmone//a se,. encuentra dentro,de Ia vacuola Este snstema;:t

mflamacnon vy secrecnéns de ol ro, las - cuales’ forman :parte .de la. fase entérica de la

enfermedad59 eo. 63
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FIGURA &. Represéntacién esquematica de los diferentes eventos que ocurren en el intestino, en la figura se

aprecia la participacion de las islas de patdgehlcidad 1y us,
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Otros factores de vurulencna que han'5|do estudlados con respecto a su ‘contrqbumon en la

patogenesus de Salmonel : son Ias enterotoxinas. La actlvidad enterotéxwa se ha reportado en

|ab|l y sensuble a la tnpsina otra se ha reportado como componente de Ia membrana'externa

de las bacterias con un bajo peso molecular y fi fnalmente una con actnvndad hemolitlca98 09

Fimbrias en Salmonella

La fimbria, como ya se mencioné es un apéndice proteinico de diversas longitudes. y diametros

cascadas:deitransduccién_ de seiiales. ‘actlvar eI snstema mmune mnato o, por.el contrario,

4R8N

facilitar la colonizacién e invasion bacteriana.

El género Salrhonella incluye diferentes especies cada una con diferentes tipos de fimbrias
100.19% En 1a patogénesis de la salmonelosis como en algunas otras enfermedades, el pape! de

la fimbria es todavia controversial. Se sabe que las fimbrias tienen un papel importante en la
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v1rulencia al permmr ala. bacterla |nteractuar con'las células del hospedero u otros sustratos ;

séhdos

'leerentes operones han sndo descntos en cada una de las vanedades de Salmonel/a enter/ca

las condlcnones f|$|co—qulm|cas son

do en el huésped

101,102, 103

XICaS

gallinarum,

modelo murino

-~ El Iocuvsﬂlpf%\

La expresnén del gen lp en: una cepa de E. coli carente de fimbrias, produce filamentos

polares Iargos en‘ u bwcnon de transformantes de aqui su nombre de Long Polar
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Fimbriae. Aunque Ia Fmbrla codlfcada por /pf sugle ¢ tjna chaIiiéCiéﬁ' bélar enla béciéria no -

se ha determlnado de forma concluyente que tenga la misma Iocallzamén en Salmonella

algunos mecamsmos de adherencna de este mlcroorgamsmo
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HIPOTESIS.
Salmonella gallinarum presenta genes de adherencia homoélogos a los descritos en

S. typhimurium.

OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar genes de adherencia en Sa/monella gallinarum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Y

Determinar la presencia de Ipfen S. ga/linaruhv.

Clonacion de los genes Ipf de S. gallinarum.

‘1

> Secuenciacion y analisis de las secuencias obtenidas.

v

Determinar la capacidad y tipo de adhesion de S. gallinarum en cultivo de

células epiteliales.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento.

Las cepas utilizadas en este estudio fueron:

e Salmonella gallinarum FVA -1 (Caso clinico del De’pa’r"tra'rrrnéhté':”d ¥

Facuitad de Medicina Veterinaria y Zootecnla UNAM)

realizd lo siguiente:
Cultivo Primario.

Se utilizé un cultivo de Salmone//a cdn 'uﬁ‘
transfirié 1 ml a 9 mI de caldo LB a fn de ‘en

mcubando a 37C en agntactén toda Ia noche (aprox 16 h)

2 Agar MacConkey y Agar Verde Brillante, DIFCO.
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Cu|tivo Secundario.

Al dia sngunente se tomaron 100 I del cultivo primarlo y se agregaron a 50 ml de

medio LB Cada hora se tomé una muestra de 1 mI del cultlvo para su Iectura en un

Incubadas a‘ 37C y aI dia sngunente se. h|zo .el-conteo. Este experimentoise reahzo por

dupllcado para cada cepa y se repltlo 3 veces! .

Inoculacion en embrion de pollo.
A las cepas se les hizo un pase en embrlén de pollo para recuperar su patogemcldad

Se utilizaron ocho embriones de poIIo SPF ° /vl ' s,»,‘ ua’lek_s’ seis’

‘se hicieron 5 diluciones seriadas

-ae ‘medio LB estéril,

(10" VﬁaSta 1 para el 'cqptaa'de UF"C. Al mismo tiempo, estas mismas muestras se

sembraron ac Cdrikey y agar Verde Brillante por la técnica de aislamiento en

cultlvo puro yse |ncubaron a 37 C en aerobiosis.

Una vez obtenldo eI alslamlento puro, se realizaron pruebas bioquimicas (TSI, H.S,

Indol, Mqt_lhdad. Cxtratqs. Urea, Lisina- Descarboxilasa, Manitol, Ramnosa, Dulcitol, y

a Espectrofotémetro Amersham Pharmacia Biotech. Ultrospec 3000, Cambridge, Inglaterra

> Embnén de Pollo (Huevo Fértll Alpes 1), Aves Libres de Patégenos Especificos, S.A.
29




ONPG) para verificar la autenticidad de la cepa.: Pprrqutirqu.r las cepas thrénidasrse"
conservaron en agar Nutritivo A hasta su uso y en glicérdl "‘a'-7OC.i’

Extraccion de ADN.

Salmonella gallinarum FVA-1, S.: gallinarum 323y, S hyphifnUrium;'QZifo fueron

cultivadas hasta alcanzar su-fase-ta

realizo la extraccién de ADN‘bé

extraldo se tratd con RNAsa ® para eliminar

cuantificé en el espectrofotémetro P
Oligonucledtidos. 5
Los oligonucledtidos que se utllizaron a lo largo'del expenmento para Ia ampllf’cacnon y

secuenciacion de Iqs d;fyerentas_fra’gme» “del operon /pf (Iong polar fmbrlae) se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Ollgonucleétldos uulizados en este experimento.

OLIGONUCLEOTIDOS

GEN - POSICION REFERENCIA
IpfA -TTGCTCTGTCTGCTCTCGCTGTAG 3 505-528 pb 100
2: 5" CATGATTCTCTTCCTGAGCCTCC-B' kN | 1078-1100 pb
ipfB 841-863 pb Este estudio
IpfD
IpfE Lo 8 ﬂTGATGCCAGCGTGTTI’ACTG-3‘ 5454-5476 pb 100
' 2 5'-AGTAGACCACCAGCAGAGGGAAAG-3‘ 6046-6069 pb

“Gllcerol Cat No. 65514 SIGMA.

& Rnasa de pancreas bovino, Cat. No. 109134, Boehringer Mannheim, Alemania.
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Amplificacion de los genes del operon Ipf.

E! ADN gendémico de las cepas anteriormente descritas fue utnllzado co 'o templado

para llevar a cabo la reaccion en cadena de la pollmerasa (PCR)

utilizaron 45 pi de Platinum PCR SuperMIX?, 160 ng de DNA genémlco, y 10 mM de

oligonucledtidos. Las condiciones bajo las cuales el termocqcladoﬁ’ ,trabajé la reaccion
de PCR, se muestran en fa Tabla 3. o '

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

GEN CONDICIONES DE LA PCR : PRODUCTO
IpfA 95 C 1 min, 50 C 1 min, 72 C 6 min 596 pb
25 ciclos
IpfB 95 C 1 min, 66 C 1 min, 72 C 6 min 1440 pb
25 ciclos s ‘
ipfD
IpfE

Todos los productos de PCR de'la 'cepé FVA-1 de S.gallinarum sé-pprivﬁpa‘;féan_k-
mediante columnas®y se mandaron secuenciar al Instituto de Biotecnélog'l’éf.iUNAM.
Las secuencias fueron analizadas en el programa de computo DNAMAN®
(http://www.lynnon.com) y la prediccion de estructuras de proteinas, se realizé con el

programa RasMol ® (http://www.umas.edu/microbio/rasmol/) y el programa 3D-pssm

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

° Platinum@ PCR SuperMix, Cat. No. 11306-016, GIBCO,USA.
® Termociclador, Gene Amp PCR System 2400, PERKIN ELMER, USA.
¢ Columnas de purificacion. QlAquick PCR Purification Kit (50). Cat. No. 28104, Alemania
4 Lynnon Corporation. DNAMAN, (computer program) version 3 (USA).1997
¢ Sayle Roger.Ras Mol (computer program) version 2.5 (UK). 1994
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Hemoaglutinacion en placa.

Para el ensayo de hemoaglutinacion se umlzé laA metodologla descrlt por’Ne_SSer, .

et al; para la cual se mezclaron 25| acterias /
ml), con 25 | de ia solucion NaCl:a 0.9%

dobles senadas y por altimo sele

mcubaron por 48 ha37C.

2) Se»cultlvaron las cepas bacterianas en medio LB de 12-18 h-a 37C.

2 Células Hela, pase 136, IN Vitro,SA, México
® Ceélulas Hep-2, pase:365, In Vitro, S.A., México
°Medio MEM, Cat. No. 11095-080, GIBCO USA.
¢ Suero Fetal Bovino, Cat. No. 16000-044, GIBCO, USA.
M L-g|utamina 200mM, Cat. No. 21051-024, GIBCO, USA.
! Piruvato de Sodio 10mM, Cat. No. 11360-070, GIBCO,USA,
9 Sol, Bicarbonato de Sodio al 7.5%. In Vitro, S.A., México
" Placas de 24 pozos, Costar.
' Cell culture coverslips 15mm, Nalge Nunc International.
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3) ransferencia, y las células se -

4) > bacteriano a -

5)

6)

pozo se lavo

7) Las células se fijaro incubandolas con 300 | d"e"v met"a‘molb al 70% por 5 min a-

temperatura arfl

8) Se aspirod el metano con_pipeta:de transferencia.y las células se tifieron con

Giemsa® al 10% por 15 '_

9) Las paredes de cada poz s

lavaron:con’agua .destilada’hasta ,_elylir'n:iin;—.rlrlel' i,
exceso de colorante Lo ar.
temperatura ambiente. . : ;

10) Los cubre pozos se montaron en larﬁinill,a.s y se ékéminéi’dn" | microscopio con

aceite de inmersion y el objetivo de 100 x.

Interpretacidon del ensayo de adherencia:
La interpretacion se realizé de dos maneras una visual (microscopio) y otkra por conteo

de unidades formadoras de colonias (UFC)'2,

8 Solucu.‘)n de Hanks 1X, sin bicarbonato de sodlo ni rojo de fenol. ln Vitro S A México
® Metanol al 100%, J.T.Backer, '
¢ Karyo Max® Giemsa Stain, Cat No. 10092-013, GIBCO USA
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‘6) 'Se agregaron 1 5 mi de MEM con 100 g/ml de gentamlcma a cada pozo. La
placa se incubd a 37C por 2 horas con 5% de CO,,

7). Se lavd la monocapa 2 veces con PBS para eliminar la gentamicina. Después
del ultimo lavado se agregé 1mi de TritonX-100 al 0.1% (disuelto en agua

destilada) para lisar la monocapa.
8) Las bacterias liberadas fueron cuantificadas por diluciones seriadas vy

plagueando en agar LB.

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

“ Mlcrbscopio IV Leika, Alemania.
® Gentamicina, Gentayet ,Brovel,México.

34

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




FIGURA 6.
Interpretacion 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 observo que S. gallinarum cepa FVA-1 y cepa FVB- 323
conservaron un patrén de desarrollo muy similar, dando un desarrollo logaritmico

temprano a las 5 h, una fase logaritmica tardia de las 7-9 h y una fase estacionaria a

las 10 h (Figura 7).

[a] e

Saimonella gallinarum

Cinética de Crecimiento
Salmonella gallinarum

Densidad Optica

Horas de Lectura
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Cinética de Crecimiento
Salmonelia gallinarum

Densidad Optica

Horas de Infeccién

FIGURA 7.- En el panel A se muestra la cinética de crecimiento de varias cepas de Sal/monella
gallinarum, el panel B de S. gallinarum cepa FVA-1 y en el panel C de S. gallinarum cepa 323. Los datos
muestran |a media y el error estandar, el experimento se realizé por triplicado.

Al mismo tiempo que se realizé la cinética de desarrollo bacteriano, se elaboraron
diluciones seriadas de cada hora de infeccion para determinar UFC. Los datos

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

Tabla 4 Unidades Formadoras de colonias

Teps [IH ) W [ ] T L
AT (13707 ZIx10 |G0xT0" | 90X [30xT0% (63xW0" (65xi0° |BOx{0" |BOXT0 | 15«10 [70x10" |50x10" {90x

R J 3 1 58 AT €5 b P a5 943 a1 P8 03 3P 1 P 7

Inoculacién en Embrion de Pollo.

Todas las cepas de S. gallinarum fueron inoculadas en embrién de polio con 10000
bacterias cada una. Cada dia los embriones de polio fueron revisados para determinar
muerte embrionaria, la cual se observé dos dias después de la inoculacién. Los
embriones de pollo mostraron las siguientes lesiones: hemorragias, liquido amniético

turbio, licuefaccion de la yema, olor putrefacto y enanismo (FIGURA 8).
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Las cepas que produjeron mayor dafio en el embrion de pollo fueron FVA-1, U2,
FVB-323 y FVB- 591, por lo tanto, se les consider6 como las mas patégenas. Con

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

de los experimentos.

FIGURA 8. Inoculacion de embrion de pollo con S. gallinarum FVA-1. A) Embridén de pollo viable. La
flecha muestra la circulacién en vasos sanguineos; B) Embrién de pollo muerto, 1a flecha muestra la falta
de circulacion; C) Embrion de pollo sin inocular (control) y; D) Embrién inoculado que presenta:

hemorragias, congestion, y licuefaccién de yema.
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Se determiné el numero de UFC's recuperadas después de la infeccion, para ello se
plaquearon las tres tltimas diluciones (10° hasta 10°®) y se recuperaron 3.79 x 10°
UFC/ml

De todos los embriones infectados se logré recuperar a las cepas en cultivo puro, a
todas estas cepas se les realizaron pruebas bioquimicas utilizando tanto sistemas de
identificacion comerciales como pruebas bioquimicas elaboradas en el Departamento
de Microbiologia e Inmunoclogia de la FMVZ- UNAM y se compararon con la

identificacién de S. gallinarum reportada por Cowan'"' Tabla 6 .

Tabla 6. Identificacion de las cepas de S. gallinarurn por pruebas bioquimicas. En 1a primera fila con las
iniciales 1D se muestra la identificacién dada por Cowan para S. gallinarum. 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
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Las reacciones que dieron las cepas de Sa/monella, en su gran mayoria coinciden con
la descrita para S. gallinarum; a excepcién de los resultados negativos al sembrar en
dulcitol. Estos resultados negativos se comportan como posibles cepas de Salmonella

pullorum, ya que anteriormente se consideraba un biotipo de Salmonelia galtinarum.
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Amplificacién de los genes del operén ipf

Utilizando los oligonucledtidos anteriormente descritos y como referencia, la secuencia

del operén Ipf de S. typhimurium (FIGURA 9), se pudo obtener gran parte del operén

Iof de S. gallinarum cepa FVA-1 y FVB-323. Los oligonucleétidos /pfA 1-2 amplificaron

un producto de PCR de 596 pb, /pfE 1-2 dio un producto de amplificacion de 616 pb

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

producto de1394 pb (FIGURA 12).

1
61
121
181
241
301
361
421
481

901

261

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461

aaaagctctt
atctcgctgg
tctgcgtaac
ttagcacaaa
taacttattt
aaattacatt
ctaacaatta
tttcctcaca
agtttttaar
ctttcgctge
catgcgtceygt
atatcttcaa
actgtgacat
acgatgcgac
Uttt
tggctgctgg
taaccactyg
cgttgattgc
atgacggtag
ttctcattca
ctccaccgtt
cgaacacgtt
ccaaaaqgtga
aactgttcta
agttcaccag
cgtttaataa
aaggctcatt
acattattaa
ttttaaagga
ttcaagcaygt
Lrtaacocage
Catgaarccea
daaadadadaaa
aaaatqggyty
cgtattgata
gacattatt.s
ttcccgeaygyg
gaaggggtya
gcacacgaca
atgaacctgg

gtggcggaag
cactttccac
acatgcaaca
tacctaatca
atgaatagga
tatgtacatt
tttttatata
gaatgcagat
qaaaaaggtt
tgaatctgqgt
ttetactgac
agccecattggo
cacctctaat
actggtttct
e
tcagaccgtyg
ttacggtaac
cagacaatca

IR

tcaaaacagt
tagaaaggaa
gtcatggatt
atttaaatta
accgcaggat
agacgcggaa
tcgececcggey
cgcaggggot
attttatgcc
gaatattgaa
tgacttrtqggc
ttattactat
ctacgautge
JCUELOtGGa
dataaagetqga
tggagtoetey
aatccctyggt
gctteccggc
CCCAMGCaas
ctgcgatgaa
atgccectygct
gtgaaaccag
gggeatggcg

tagggtgcta
cactattcge
ccaggcgtac
attgtagtta
agaaataata
ccatttgtaa
tactaattat
aatcctaagg
gttt N
Jacyggca
tcccagaacc
gqacaaqgLcett
accaaagtta
gttaacactqg
corettgtig
ctgtactaca
gcagaaatgyg
taatggcaac
aaccgceteac
rrtgccggag
gerttotatta
gatgatgcta
ageacgacta
cgcgagtcoccg
gctaaaaacy
gcgctgaaaqg
aaccadgatca
aacggeoqty
ctgccagooy
actgctggcg
Sleasati
gotgart
Jegerts

cagaerat
gcagacagedg
ggtggattat
ctacaacagc
gttacgtaac

accttctgcg
cagccgcagc
agcgcaccca
aaaaaacgtc
tattaattat
tatattgatt
agtatccaat
atgcgttctg
ity e e
ttaaattcac
aggaagttgt
cttctaageco
acgtaagctt
aagcaggtgc
aaatgaacac
ccgctaacta
acttcaacce
ggaaatcccg
gtttgatatc
gcgtggeatt
caggtaaataa
acggtaataa
aaaataacgt
tttattggat
tactgecagat
cgaatagcat
aagtggaaaa
atattgaaaa
gecaceggcaa
acatgttgac
catoentecto
gqecygygaracac
ggtattyata
ggtaaatacc
Lt taaggcay
agtcgecygtgce
gcecegeaty
gacttrtacag
cgcggracgg
aacttttcecg
gacagctact
tatagcacct

ttatctttgc
gggagggggt
tttggtgcce
taataaataa
attaatttat
tctattcttt
acccacctct
ttatctaccg
ot catn
cggtgaaatc
gcoctgggtcaqg
tttccagate
caatggegtt
ggcaactggc
cggtaaatcee
cgttgcaaca
gtecctacgaa
ttgccatttt
ttgecacagca
aagcagcacy
taaaagcacc
aaagacgcac
tttacgtatt
taacgtaaaa
cgaccgracagt
ggacggctgg
cccatctgaco
aacgggaaty
ggtaagcgaa
acagcgcgtt
Juzaataa
cgegta
AgCacglLaa
gcecgtctcggt
cCgacagagqac
agettgaaga
aagcetgtgt
FaTTTTT TN
tgccagaatc
gcagcaacgc
atctgaatct
ggacgcgaaa

gz

gctgttaatt
tagcgaagcg
ctttetttat
ggaagacatt
tcttaataaa
ttaagattaa
atacactcca
tcataaatgg
tccacttctg
gttgacgcgc
gttaagaaaa
aaactyggaaq
ggtgatacag
gtgggcatcg
accactacgt
aaagatactg
taatcgaatt
ttccageinig
ctggtgctgg
cgtgttattt
acggatgaat
tttatcatca
gttaatacga
gctattcctg
acccgcttaa
aacaaactgc
tttaacctga
gttccggecaa
gttaaataca
aactaacacg
gqacctegegt
tgcgggaaca
cctttcaatg
ggtggtcaac
geagcgcgea
tatgggcgtg
tgcttttgac
AT A
gcagtgggac
cagctatgac
gcgcageggt
cgacggtaac
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aacacatggg
ctgacgttgg
gtgcagttaa
atccggyggta
taccgtacgt
agcggocgacce
ccgtrnoteoet
ggggaatacc
atgtacggacc
tactcgeryg
graacccagyg
ttcetcectact
tcgaccagaey
tcttatagecc
goeactgyggaot
cagcgtrecgao
racacctaga
tcgattccac
acCcaaccagc
gtgcaggaag
cagqggcqggaa
gaactacggt
ctygyggtygaat
aacagtggtg
cgtgaaancyg
gcctecgtca
gtggactatc
gctaccgcca
cagcrttraca
caggcacagc
atgatggcga

gaa

aCQGngac
cgcgacggac
raca
ratcgoecagac
gaattttage
agtgattttt

Tovactt

ataacattgg
gggatacctc
cttcecgacga
ttgccaaaaqg
ttgttcayce
tgacggtcac
cagrygeger
gtgccggyaa
tgccgtatyga
cgagaggatt
CAaaadagcdad
ccaagagatt
Jete acac
agtaccacaa
SOGreTattt
tgaatgccyga
cyanaageoa
tgggacygcgt
agLtagaqaat
gctacggcag
taagatagago
ttggcggcgg
cecatgaacat
tggaagtyga
aagtoercact
acgtagrygcc
aqtgtgotgat
cgctgcrygga
tcagacgyggat
aatgccgegt
atgoegraotg

cactrttacca
aatatggaga
aactttagca
ggttacrtcecacgy
grggegt
acgeoctgteg
tatgtgcctg
gtcacatacg
tgtaaaaact
aaccgtgectt

cacatcctta
cactgccggt
agagatgctyg
taacgccgaa
gggtgecgrttt
cattaaaqgaa
cctocecagagt
ctataacagc
cttracogtt
aggtaaaaac

Ttggcadat
taacagoeqgat
cttacadgaan
acgtagtocay
taacgtaacy
ttataacgyc
gagagtgygat
gtggagtaac
GAJCGUIaac
caacggeytg
Ca et ggert
tgtaatagcoe
ratcreagoy
ctggatgyggt
gegaagedac
agacacgcyggce
gnatctgacyg
taccacaaaa
gcggeagaaa
ggcgtttacg
ccggtaacag

[§

ccgat

ttactattaa
ccgtggtgce
tcggettaua
acccgactga
aaattaanac
aacacactat
ttaagccgga
aataatcact
tctecgatca
gtagactttc

agccgtgcca
gatatttttg
cctgacagcc
gttaccgttg
gaaattaacg
tcggacggca
Jaaggecatc
gccgagecga
tacggruggryg
ttcggttata
qaggagaatt
acagatttcc
gegacygatg
attcagggea
t

TS

gagagoan
taccacctca
gogatgdaag
ggtaacagcy
CACaacaanca
catagcgaag
CUgoggegege
aatgcggtay
agcetgaa
gegattgrece
caggaecaatryg
gagtccagca
ggtygccoroe
ctgccyggaac
ggaaggaaac

k3

ACHANGUaCa
Ceaatal i
AT LTl e

Daaat Lty

HERES B
jeaaattacs
agecaggatyg
gatggcgaca
agoggeotaca
tcagcgcacy
agattgcgcy
ccoctogatt
atctggtggyg
ctggtttgat
tgccacecgtt
gagggccagt
cactctcggt
taacattctg

ttgtaccgct
acagcgttca
agcecgeggagtt
agcagaacaa
acctgtatcc
gtgagcagaa
tcaaatacag
aattecgggea
cgatcttoto
gat
Cggaagqatoa
gtctgctggyg
tacygcaac

=1

acgtgacgeca
ACtana.TaAa
gcecgtgaacta
gtttactgte

: gattga
gtgcceccgott
zaaaqaegyt
gcattgtggg
agatgaacty
adcaggdtaa
gatt..' -

ggggcaggcg

tag
gtaaaagtgg
tatge
tttgcectgyg
gagcaacaat
ggtacgaaca
qrcacagecga
tcgctggcct
tgceca.: .
cgttagccgc

gaaatcacag
gatgcgcggt
tgcgcccgtce
ctacgttatt
aacctcaaac
gttcgttcag
cectttecgea
gcttgatgcc
rgacgactat
ctccatcgat
gtottatcecgt
ttacaagtat
tgcggacage
gcaactgggc
tagaaggtaaa
cagcgttget
attcectecatyg
gcatggcacga
rctaragt
tggattac
oagoaggta
Ltctcaaccy
cgtaatcaac
tactccgrtac
cotyggatacc
cgatacccga
acocgtttggt
tgaagacggt
dqygtaaagac
tacqucgtg

Lorrrt b

uCQQCagcg1

ucqqttctg

aaaacgacaqg
dtaaagagct
aggocagegt
atagcggcgyg
acccctecay
agctgaacta
datgogacgget
tttccatttt
Pt aragetgy
atatttacct
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6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021

gtttgattaa
atgagataca
ggtctgttta
accatttgga
ttcttacttc
gtggtgctgt
tacggcatta
ctgcactttg
aaccactgtc
gccgcectgtag
cagcaaaaaa
gcgaactcct
gtagatgagt
gcgccgaaag
gatcacatgg
aatctggcag

agaatcgttg
ttaaatcgat
tgaattgecge
aaggcctctce
gtcttcttte
tttecgectgg
ttgcgtcectgt
tattgtggct
gctacacgtt
tggtactcgce
aggttgaacg
acctgcccte
cgtcggacaa
atggggatga
ggattttcgg
cgtteccgegg

tacaggtcgt
gacgcaacag
cgtgttttac
cgcagttgte
actgtttggce
cgccagttat
tatgaccacc
gattgccgtg
gttgcgccag
aggcgtaatg
ggcgacagge
aaactggtta
taattcgtta
cacctacgtc
ctacgagcgt
ctattcctge

Figura 9. Secuencia del operén ipf de S. typhimurium.
En colores se indica cada gen y en color verde los oligonucledtidos utilizados.

IpfA (477...1013), IpfB (1098...1796), IpfC (1819...4347), Ipt2 (4365

ttttatcceg
aaacttagtt
cgcecgttteg
gaactgggeg
cgacgcgtct
tacatgacct
gatatcgatc
agcgtgcttce
ctacgtacgc
gtgtgggcge
atcgacttac
tctgcgttag
ataaaccecgg
gttttcatta
aataccacgc
gataccgcga

attccccagg
tcttgcttge
gcagttatgc
ccacggtgct
ggcgtgtgct
tcctgaacgt
tctcgaaaga
cgctcatctt
cggggcagcg
ctattcgcct
ccagctatgg
ggctgtatgce
ccaggaaatt
tcggtgagac
cgaagctgge
cgaag

gtttgtttge
gctctatatc
acaagaattt
ggtcactttc
ggccacgctg
ggtgattggc
ggtggtgggg
tatctggagt
ttttcgcage
gctggatata
cggcgtggtg
ctgggcgcag
tacctatgtt
gacccgttgg
gcaggaaaaa

5432y, IpfE (5438...5965).

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

Molecular (1 kb y A Hindlli respectivamente), Carril 2 producto de pfA, y Carrit 3 producto de JofE.
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2027 pb 1067pb 4836.r0

1018 pu

Figura 11. Amplificacién del producto de PCR de la cepa FVA-1. Carril 1, Marcador de Peso Molecular 1
kb, Carriles 2 y 4 producto de /ofD, Carril 3 vacio, y Carril 5 Marcador de Peso A Hind Iil.

636 po

1440 pb

1014 po

Figura 12. Amplificacién del producto de PCR de la cepa FVA-1. Carril 1, Marcador de Peso Molecular 1
kb, y Carril 2 producto de /pfB.
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Una vez que se obtuvieron estos cuatro productos de PCR, se mandaron secuenciar .

Analisis de Secuencias.

Los analisis de secuencias nucleotidicas y de aminoacidos se realizaron tomando

como referencia a S. typhimurium.

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

obtuvieron los siguientes resultados, ver Tabla 7.

Tabla 7. Comparacion de nucleétidos de Salmonella gallinarum IpfA.

BACTERIA GENE IDENTIDAD
Salmonella typhimurium Long Polar Fimbriae (A,B,C,D,E) 562/565
LT2 99%
Escherichia coli Subunidad Fimbrial Mayor (/pfA) 80/93
86%
Serratia marcescens fimA 27/29
- 93%

La secuencia de’: IpfA:;de S gallinarum se compard con la reportada en

1

44

61

104

121

164

181

224

284

301

344

361

typhimurium con el programa de computo DNAMAN, ver (Figura 13).

TCGCTGTAGTTTTCACTTCTGCTTTCGCTGCTGAATCTGGTGACGGCACCATTAAATTCA

e vttt e ety rererrrteirrreetetiid
TCGCTGTAGTTTCCACTTCTGCTTTCGCTGCTGAATCTGGTGACGGCACCATTAAATTCA

CCGGTGAAATCGTTGACGCGCCATGCGTCGTTTCTACTGACTCTCAGAACCAGGRAGTTG

PEELLLET e bbb b r e e bttt ettt
CCGGTGAAATCGTTGACGCGCCATGCGTCGTTTCTACTGACTCCCAGAACCAGGAAGTTG

TGCTGGGTCAGGTTAAGAAAAATATCTTCAAAGCCATTGGCGACAAGTCTTCTTCTAAGC

VLRt ety rrrrrerrererrrrrsrinreti
TGCTGGGTCAGGT TAAGAAAAATATCTTCAAAGCCATTGGCGACAAGTCTTCTTCTAAGC

CTTTCCAGATCAAACTGGAAGACTGTGACATCACCTCTAATACCAAAGTTAACGTAAGCT

RN RN N A RN N RN RN R RN NN
CTTTCCAGATCAAACTGGAAGACTGTGACATCACCTCTAATACCAAAGTTAACGTAAGCT

TCAATGGCGTTGGTGATACAGACGATGCGACACTGGTTTCTGT TAACACTGAAGCAGGTG
FEETEER e e err e errerrrrreed
TCAATGGCGTTGGTGATACAGACGATGCGACACTGGTTTCTGT TAACACTGAAGCAGGTG
CGGCAACTGGCGTGGGCATCGGTATCTACGACAACGCTARCAAGCTTGTTGAAATGAACA
AR NN R R NN AR R RN N A PR AN RN NN
CGGCAACTGGCGTGGGCATCGGTATCTACGACAACGCTAACAAGCTTGTTGARATGAACA

CCAGTAAATCCACCACTACGTTGGCTGCTGGTCAGACCGTGCTGTACTACACCGCTAACT
R R R N N RN N R A N RN AR R RN
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404 CCGGTARATCCACCACTACGTTGGCTGCTGGTCAGACCGTGCTGTACTACACCGCTAACT
421  ACGTTGCAACAAAAGATACTGTAACCACTGGTTACGGTAACGCAGAAGTGGACTTCAACC

BN AR AN NN N N N R A NNy
464 ACGTTGCAACAAAAGATACTGTAACCACTGGTTACGGTAACGCAGAAGTGGACTTCAACC

481 TGTCCTACGAATAA
Figura 13. Secuencia nucleotidica de IpfA de S.gallinarum (color azul), comparada con S. typhimurium

{color negro). Los nucleétidos diferentes se sefalan en color rojo.

De igual manera se realizé la respectiva prediccion de aminoacidos tanto de S
typhimurium como de 8. gallinarum, al compararlas, se pudo apreciar que a S.
gal/inarum le faltaron los primeros 15 aminoacidos, debido al disefio de los

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

1 TCGCTGTAGTTTTCACTTCTGCTTTCGCTGCTGAATCTGGTGACGGCACCATTARATTCA

1 A Vv VvV F T s A F A A E S G D G T I K F T

61 CCGGTGAAATCGTTGACGCGCCATGCGTCGTTTCTACTGACTCTCAGAACCAGGAAGT TG
21 G- BE:- IV D A P C V V.5 T D S Q N Q E V V
121 TGCTGGGTCAGGTTAAGAAAAATATCTTCARAGCCATTGGCGACAAGTCTTCTTCTARGE
41 . L G Q vV K K N I F K A I G D K S S8 s K P
181 7 CTTTCCAGATCAAACTGGAAGACTGTGACATCACCTCTAATACCAAAGTTAACGTAAGCT
61 o F Q I K L E b C D I T 8 N T K V N Vv s F
241 TCAATGGCGTTGGTGATACAGACGATGCGACACTGGTTTCTGTTAACACTGAAGCAGGTG
81 N G V G DT D DATIL V S V N T E A G A
301 CGGCAACTGGCGTGGGCATCGGTATCTACGACAACGCTAACAAGCTTGTTGAAATGAACA
101 A T G V 6 I 6 I ¥ D NANIKILV E M N T
361 CCAGTAAATCCACCACTACGTTGGCTGCTGGTCAGACCGTGCTGTACTACACCGCTAACT
121 s K 8 T T T L A A G Q T V L Y Y T A N Y
421 ACGTTGCAACAAAAGATACTGTAACCACTGGT TACGGTAACGCAGAAGTGGACTTCAACC
141 7 v a T K DTV T T G Y G N A E V D F N L
481 TGTCCTACGAATAATCGAATTTTCGTTAATACAGACAATCATAATGGCAACGGAAATCCC
161 S Y E * 8§ N F R * Y R Q § * W Q R K S R
541 GTTGCCATTTTTTCCAGCGGAGGCT

181 C H F F Q R R

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

aminoacidos con respecto a S. typhimurium y en color azul se muestra el término de la secuencia.
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Con la secuencia de aminoacidos obtenida, se realizé una prediccion de estructura

secundaria, con ayuda del programa de computo 3D-pssm (Figura 15).

Pred: CCEEEECCCCCCCCCEEEEEEEEEECCCEEECCCCCEEEECCCCCHHHHCCCCCCCCCEE
AA: AVVFTSAFAAESGDGTIKFTGEIVDAPCVVSTDSQONQEVVLGQVKKNIFKAIGDKSSSKP

Pred: EEEEEEECCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCEEEECCCCCCCCCEEEEEECCCCCEEECCC
AA: FQIKLEDCDITSNTKVNVSFNGVGDTDDATLVSVNTEAGAATGVGIGIYDNANKLVEMNT

Pred: CCCCEFRCCCCCEEEEEEEEEEECCCCCCCEEEEEEEEEEEEEC
AA: SKSTTTLAAGQTVLYYTANYVATKDTVTTGYGNAEVDENLSYE

Figura 15. Prediccion de estructura secundaria de IpfA.
E= Hoja g plegada C= Asasuelta 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

B2 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
B1 Salmonella Long Polar Fimbriae 458/472
typhimurium LT2 (A,B,C,D,E) 97%
B1 Escherichia coli Subunidad Fimbrial Mayor (/pfA) 56/67
83%
B2 Salmonella Long Polar Fimbriae 627/670
typhimurium LT2 (A,B,C,D,E) 93%
B2 Escherichia coli Subunidad Fimbrial Mayor (/pfA) 63/77
81%

Tabla 8. Comparacion de nucleottidos de Saimonella gallinarum IpfB.

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

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

61

61

121

121

181

181

241

241

301

301

361

361

ATGAACCGCTCACGTTTGATATCTTGCACAGCACTGGTGCTGGCGTTGATTGCTCARAAC
RSN RN R AR A N N R N R RN R R
ATGAACCGCTCACGTTTGATATCTTGCACAGCACTGGTGCTGGCGTTGAT TGCTCAAAAC

AGTTTTGCCGGAGGCGTGGCATTAAGCAGCACGCGTGTTATTTATGACGGTAGTAGAAAG

RN N N NN N N NN ey
AGTTTTGCCGGAGGCGTGGCATTAAGCAGCACGCG TGT TATTTATGACGGTAGTAGAAAG

GAAGCTTCTCTTACGGTAAATAATAAAAGCACCACGGATGAATTTCTCATTCAGTCATGG

PERREL bt vbre ey e bttty bl
GAAGCTTCTCTTACGGTAAATAATAAAAGCACCACGGATGAATTTCTCATTCAGTCATGG

ATTGATGATGCTAACGGTAATAAAAAGACGCCCT TTATCATCACTCCACCGTTATTTAAA

SRR RN R R RN N R R RN N RN AR RN AR
ATTGATGATGCTAACGGTAATAAAAAGACGCCCT TTATCATCACTCCACCGTTATTTAAA

TTAARGCCCGACTAAAAATACCGTTTTACGTATTGT TAATACGACGAACACGTTACCGCAG

AR N e N N N NN RN NN N NN
TTAAGCCCGACTAAAAATAACGTTTTACGTATTGT TAATACGACGAACACGTTACCGCAG

GATCGCGAGTCCGTTTTTTGGATTAACGT TARAGCTATTCCTGCCAAAAGTGAAAACGGL

NN NN e N N N NN R N N RN
GATCGCGAGTCCGTTTATTGGATTAACGTAAAAGCTATTCCTGCCAAAAGTGARGACGCG

GAAGCTAAAAACGTACTGCAAATCGCCGTACGTACCCGCTTAAAACTG

PEEEEER e et b ey e ret g
GAAGCTAAARARACGTACTGCAGATCGCCGTACGTACCCGCTTAARACTG
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457
61

517
121
577
181
637

241

- AAACTGCAGTTCCCCAGGCCAGGGGCTAACCAGATCAAAGTGGARAACCCATCTGCCTTT

RN N N NN NN NN N N N N N Ny
AAACTGCAGTTCACCAGCGCAGGGGCTAACCAGATCAARAGTGGAAARACCCATCTGCCTTT

AACCTGACGTTTAATAAAATTTATGCCAACGGCCGTGATATTGAAAAAACCGGAATGGTT

Prvrrrrrrererreeer rrererrrrtrrrrrerrri e rrrrerrey rerrrril
AACCTGACGTTTAATARATTTTATGCCAACGGCCGTGATATTGAAAAAACGGGAATGGTT

CCGGCAAAAGGCTCATTGAATATTGAACTGCCAGCCGGCCCCGGCAAGGTAAGGGAAGTT

trrerererreeerrreerrsrerrrvrrrrrererrrer rrrrerrerrrrr rerrel
CCGGCAARAGGCTCATTGAATATTGAACTGCCAGCCGGCACCGGCAAGGTAAGCGAAGTT

AAATACACCATTATTAATGACTTTGGCACGGCTGGCGACATGTTGACACAGCGCGTTAAC

PRLLE P eyttt brebrerrb et
AAATACAACATTATTAATGACTTTGGCACTGCTGGCGACATGTTGACACAGCGCGTTAAC

TAA

Figura 17. Comparacién de las secuencias de /pfB de S. gallinarum (color azul) y S. typhimurium (color

negro). Los nucledtidos diferentes se seflalan en color rojo.

De igual manera se realizé la respectiva prediccion de aminoacidos tanto de S

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

a S. gallinarum le faltaron 16 aminoacidos de la parte central de la secuencia, debido

al disefio de

aminoacidos.

B1

1
1

61
21

121
411

181
61

241
81

301
101

los oligonucledtidos. La secuencia muestra diversos cambios en

ATGAACCGCTCACGTTTGATATCTTGCACAGCACTGGTGCTGGCGTTGATTGCTCARAAC
M N R § R L I s €C T A L VvV L A L I A Q N

AGTTTTGCCGGAGGCGTGGCATTAAGCAGCACGCGTGTTATTTATGACGGTAGTAGAAAG
s ¥ A G G V AL 8§ 8 TR V I ¥ D G 8 R K

GAAGCTTCTCTTACGGTAAATAATAAAAGCACCACGGATGAATTTCTCATTCAGTCATGG
E A 5 L T V N N K s T T D E F L I Q S W

ATTGATGATGCTAACGGTAATAAAAAGACGCCCTTTATCATCACTCCACCGTTATTTAAA
I D b A NGWNI K KT P F I I T P P L F K

TTAAGCCCGACTAAAAATACCGTTTTACGTATTGTTAATACGACGAACACGTTACCGCAG
L s P T K N T V L R I VvV N T T N T L P Q

N
GATCGCGAGTCCGTTTTTTGGATTAACGTTAAAGCTATTCCTGCCAAAAGTGAARAACGGC
DR E S V F W I NV KA I P A K S E N G
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Y

361 GAAGCTAAAAACGTACTGCAAATCGCCGTACGTACCCGCTTAARAACTG
121 E A K N V L © I A V R T R L K L
B2

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
AACCTGACGTTTAATAAAATTTATGCCAACGGCCGTGATATTGAAAAAACCGGAATGGT T
N L T F N K I ¥ A N G R D I E K T G M V

61
21

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 : o Ve i T R L :

241 TAACACG

g1

Figur:

H .o

aminoacidos con respecto a S. typhimurium .

a "1787:"’A'Se'ciierr_lc’ika. de 'arbyi'r:abé:ciabshe S..gallinarum, en letras rojas se indican ’lp's diferentes

Con los oligonucledtidos disefiados para /pfB, se alcanzaron tomar 402 pb de la parte

amino terminal de /pfC (Figura 19).

1 ATGACATGGA CGCATCTTCC TCTGGGCAAT AAGACCTCGC GTTTCACGCA GTCTGCGCTT
61 GCGCTGATGA TAGCGGGTAC GCTCCCCGCG TATGCGGGAA CATTTAACCC GCGCTTTCTG
121 GAGGATGTGC CGGGTATTGA TCAGCACGTT GACCTTTCAA TGTATGAATC CAATAAAGCT
181 GAACACCTGC CAGGTAAATA CCGCGTCTCG GTGGTGGTCA ACGAAAAARAA AATGGAGTCT
241 CGCACCCTGG AGTTTAAGGC AGCGACAGAG GCGCAGCGCG CAAAAATGGG TGAATCCCTG
301 GTGCCGTGCT TAAGCCGCGT GCAGCTTGAA GATATGGGCG TGCGTATTGA TAGCTTCCCG
361 GCTCTGAAARA TGGCCCCGCC TGAAGCCTGT GTTGCTTTTG AC

Figura 19. Primeras 402 pb del gene /pfC.

Se realiz6 la respectiva prediccion de aminoacidos y se comparé con S. typhimurium

(Figura20), la cual, resulto idéntica.

ATGACATGGACGCATCTTCCTCTGGGCAATAAGACCTCGCGTTTCACGCAGTCTGCGCTT'

1

1 M T W T H L P L G N K T S R F. T Q s.:A L
61 GCGCTGATGATAGCGGGTACGCTCCCCGCGTATGCGGGAACATTTAACCCGCGCTTTCTG7
21 AL M I A G T L P A Y A G T F N P R F L
121 GAGGATGTGCCGGGTATTGATCAGCACGTTGACCTTTCAATGTATGAATCCAATAAAGCT
41 E DV P G I D Q H V DL S M Y E S N K. A
181 GAACACCTGCCAGGTAAATACCGCGTCTCGGTGGTGGTCAACGAAAAAAARATGGAGTCT
61 E H L P G K Y R V 58 VvV VvV vV N E K K M E S
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241
81

301
101

361
121

CGCACCCTGGAGTTTAAGGCAGCGACAGAGGCGCAGCGCGCAAARATGGGTGAATCCCTG
R T L E F KA A T E'A Q R A KM G E S L

'GTGCCGTGCTTAAGCCGCGTGCAGCTTGAAGATATGGGCGTGCGTATTGATAGCTTCCCG

v P C L 8 R V Q L E DM G V R I D 8 F P

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

Figura 20. Prediccién de aminoacidos de la secuencia de /pfC de S gallinarum.

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

BACTERIA GENE IDENTIDAD
Saimonella typhimurium Long Polar Fimbriae (A,B,C,D,E) 571/583
LT2 97%

Tabla 9. Comparacién de nucledtidos de Sa/monella gallinarum IpfD.

Se realizé la respectiva prediccion de aminoacidos (FIGURA 21).

1
1
61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
16l

541
is8l

601
201

661
221

GTAACCTGACAAACAACCGCTCTCAGTGTTCGCAAAATGCAAGTAGTAAAGATGCAATAT
N L T N N R S ¢ €C 8 Q N A 53 8 K D A I W

GGACATCCGGTGGCAAAGGTCACTTATCGCTCTATATTCTCCATCCGTTTGTGGGTGAAA
T 8 6 G K G H L §$ L ¥ I L H P F V G E S8

GTATTATACCTAGCACCAAAATAATGGACCTTTTTGTGACARAGAAACCCAGTGTATATG
I r P 8§ T K I M D L F V T K K P § V Y G

GCAGTATACCTGCGTCGTCTGTATATATCAGTGGTTCAATTACGGTACCTCAGGGCTGTG
s I P A 8§ 8 V Y I s 6 8 1 T V P Q G C E

AACTCTCCAGCGGCAGCACGCTGGAAATTCCGTTTGGGGAATTTAAGGCCACTGATTTTA
L §S 8 6 5 T L B I P F G E F K A T b F K

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

AATGCACCAATATTTCCGATGGCGTAAAGATCTTCCTGCGTATTGAGGGAATGCCARACG
¢ T N I S D G V K I F L R I E G M P N a

CTAATGATTCGAATGCCATCGACATGGGCAACCCGGATATCGGTGCCGTCATTGAGGGCG
N D 8 N A I D M G N P D I G A V I E G A

CTAACGGTAAAATTTTGGTGCCAAATGACGCCAGTGTTAATCAGGAGCTGAGCGTATCGG
N G K I L VvV P N D A S V N Q E L S8 V 8 G

GTCTTGTTGACGACACGCACCGTACCGCCTCAACGACCATTTCGGCTTACCCTATCAGTA
L v D D T HU R T A S T T I 5 A Y P I S5 T

CCACCGGCAARTTGCCGGCCGCCGGGGATTTCGAGGGAATTGCCACCATGCGTATTGATG
T G K L P A A G D VF E G I A T MR I D V

TGGAGTAA
E -
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Figura 21. Prediccion de aminoacidos del gen LpfD de S. gallinarum.
La secuencia de IpfE 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 Fimbrial (IpfE) 26/27
96%

Tabla 10. Comparacién de nucledtidos de Salmonella gallinarum [pfD.
La secuencia de IpfE de S. gallinarum se compar6 con la reportada en S.typhimurium

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

1 CTTACCGCTTCCGCGATGGCGGCACCGTCTAATATCGGTTCTGCTGGTGATATCCACTTT

IR E e vyt el
40 CTTACCGCTTCCGCGATGGCGGCACCGTCGAATATCGGTTCTGCTGGTGATATCCACTTT
61 ACCATTACTATTAAGGCGGCTACCTGTGAACTGGARAACGACAGTATCGACGTCAATATG

PEErrrrrrveerrrrerivrrrrerrbrerretreereerrrrrerryrirer el
100  ACCATTACTATTAAGGCGGCTACCTGTGAACTGGAAAACGACAGTATCGACGTCAATATG

121 GAGACCGTGGTGCTTCAGCGCCCGGTAAAAGTGGGTAAAGAGCTGAACCAGAAAARCTTT

Frrrrrrrerrrvrerredrrrrrryrirreeetbeereerebrrrt e et
160 GAGACCGTGGTGCTTCAGCGCCCGGTAAAAGTGGGTAAAGAGCTGAACCAGAAAAACTTT

181 AGCATCGGCTTAAAAGATTGCGCGTATGCCACAAAGGCCAGCG T TACGATGGACGGTTCT

FRPTERLEC by ererrrrretdbrerrvterrrrsrertivrenrennt
220 AGCATCGGCTTAARAGATTGCGCGTATGCCACAAAGGCCAGCGTTACGATGGACGGTTCT

241 CCGGACCCGACTGACCCCTCGCTTTTTGCCCTGGATAGCGGCGGCGCGACGGGCGTGTCG

frrrreerrrrrrerrrrrreryrrerrrrrreerrrr et rrrrrri e It
280 CCGGACCCGACTGACCCCTCGCTTTTTGCCCTGGATAGCGGCGGCGCGACGGGCGTGGCG

301 TTAAAAATTAAAACATCTGGTGGGGAGCAACAATACCCCTCCAGTACCGACTCTACGCCT

PELEEEEEr et erete et rrri e rrr ettt
340 TTAAAAATTAAAACATCTGGTGGGGAGCARCAATACCCCTCCAGTACCGACTCTACGCCT

361 GTCGAACACACTGTCTGGTTTGATGGTACGAACAAGCTGAACTATATCGCCAGCTATGTG
TTERLTErr ettt et vt er vttt
400 GTCGAACACACTGTCTGGTTTGATGGTACGAACAAGCTGAACTATATCGCCAGCTATGTG
421 CCTGTTAAGCCGGATGCCACCGTTGGCACAGCGAATGCGACGGTGAATTTTAGCGTCACA
PR errevirrrrere et rertrertrersrerirrresrrerreerrtrrerna
460 CCTGTTAAGCCGGATGCCACCGTTGGCACAGCGAATGCGACGGTGAATTTTAGCGTCACA
481 TACGAATAA
[RERERERE
520 TACGAATAA
Figura 22, Secuencia nucleotidica de IpfE de S.gallinarum (color azul), comparada con S. typhimurium
(color negro). Los nucleétidos diferentes se sefialan en color rojo.
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Se realizé la respectiva prediccion de aminoacidos (FIGURAY 23).

1 CTTACCGCTTCCGCGATGGCGGCACCGTCTAATATCGGTTCTGCTGGTGATATCCACTTT
1 L T A S A M A A P S8 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 GAGACCGTGGTGCTTCAGCGCCCGGTAAAAGTGGGTAAAGAGCTGAACCAGAAARACTTT
41 E T v V L Q¢ R P V. K V 6 K E L N Q K N F
181 AGCATCGGCTTAAAAGATTGCGCGTATGCCACAAAGGCCAGCGTTACGATGGACGGTTCT
61 E s I 6 L,.. K bCc A Y A T KA S V T M D G S
241 CCGGACCCGACTGACCCCTCGCTTTTTGCCCTGGATAGCGGCGGCGCGACGGGCGTGTCG
81 .. D P-T D P 8 L F A L DS G G A T G V S
301 L TTAAAAATTAAAACATCTGGTGGGGAGCAACAATACCCCTCCAGTACCGACTCTACGCCT
101 ° L K ' T K T S G G E Q Q Y P 8 s T D S T P
361 "i kGTCGAACACACTGTCTGGTTTGATGGTACGAACAAGCTGAACTATATCGCCAGCTATGTG
121 S V. EEH T V W F D 66 T N K L N Y I A S Y V
421 \ CCTGTTAAGCCGGATGCCACCGTTGGCACAGCGAATGCGACGGTGAATTTTAGCGTCACA
141 PV K P DA TV G T A NA T V N F S5 V T
481 TACGAATAATCACTGAGGGCCAGTTCGCTGGCCCTTTTCCATTTTTAGTGATTTTTTGTA
161 Yy E * §$ L R A § §S L A L F H F * * F F V
541 AAAATCTTCTCCGATCACACT

181 K I F § D H T

Figura 23. Prediccion de aminoacidos del gen /pfE de S. gallinarum.

Hemoaglutinaciéon en placa
Con el fin de determinar la fimbria tipo | de nuestras cepas, se realizaron
hemoaglutinaciones en microplacas (FIGURA 24). El experimento se realizd por

triplicado.

Figura 24.

Carril 1 cepa FVA-1 de
S. gallinarum,

Carril 2 cepa 938 de S.
typhimurium.

Carril 3 cepa 323 de S.
gallinarum.

Carril 4 S. typhi.

~ W N
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Cultivo Celular

En los ensayos de cultivo celular se evalué la adherencia de S. gallinarum a diferentes
tiempos de infeccién ( 5, 10, 15, 20, 25 y 30 min), esto con el fin de determinar
aproximadamente el tiempo que tardé S. gallinarum en adherirse a las células
epiteliales. Es importante resaltar que los resultados de adherencia fueron anicamente
cualitativos (adherencia difusa, adherencia localizada o ambas){(FIGURAS 25 y 26).
Ademas, estos ensayos fueron acompaiiados de ensayos de proteccion de la

gentamicina, para corroborar el papel de ia adhesién en la invasion.
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Figura 25. Adherencia en Células Hela.

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 patrén de adherencia
difusa es mas evidente, las bacterias no presentan agrupaciones especificas. En D, la cantidad de
bacterias adheridas es mayor, las células empiezan a sufrir daflo y en E, se pueden apreciar menos
bacterias adheridas, algunas dan la impresion de formar agrupaciones(circulo rojo) y la célula empieza a

formar vacuolas.
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Figura 26. Adherencia en células Hep-2.

En el panel A se muestran células sin infectar. En el B a los 15 min. el patrén de adherencia es difusa, las
bacterias se localizan alrededor de la célula. En C, alos 20 min de infeccién las células presentan dafio,
se ven células redondeadas ,algunas con el citoesqueleto laxo, sin embargo aun existen bacterias
adheridas y en D a los 30 min las bacterias que se encuentran adheridas son menos, sin embargo, las

céluas muestran un dafio evitente con la formacion de vacuolas, y otras su muerte celular.
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La adhesiéon tanto en células HeLa como en Hep-2 se vi6 desde los primeros 5
minutos de infeccién, seguido de una invasion, ya que se pudieron recuperar colonias
bacterianas después de este tiempo. Conforme avanzaba el tiempo, la adherencia era

mas notoria, y el nimero de colonias recuperadas fue mayor.

Se obtuvieron porcentajes de invasion de las diferentes cepas, cada una mostré un
patrén distinto de invasién, dependiendo de la linea celular utilizada, ver (FIGURAS 27

y 28).

Invasiéon Células Hel.a

189
1,61
1.4
1,24
% Invasién ! :g;/:
0:6- 0a3s
041 nc-
0,217
o+ . _
5 10 15 20
Minutos

Figura 27, Porcentaje de invasién en células Hela desde los 5 minutos de infeccion, hasta 30 minutos
con una MOI 100:1.
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Invasion Células Hep-2

a5
as]
)
% Invasion ® i i’uFVA
2 : 1.323
s i |D938
' | ‘f =1 [DOCentrol -
ol | 1
° s 10 - AL n . P n
Minutos

Figura 28. Porcentaje de invasién en células Hep-2 desde los 5 minutos de infeccion, hasta 30 minutos
con una MOI 100:1.
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Discusion

Una parte fundamental en la sobrevnvenma de dlversas especles bacterianas es la

capacidad para adkherlr_’_s’e_a |ferentes superfcnes y sustratos. En el presente trabajo se

estudio la Vapac':;i'dakgi ‘ adheslqn, de S. gallinarum, en ensayos in vitro, también se

btener una secuencia parcial del operén /pf descrito previamente en

logré identificar

S gallinarum.

las subunldades mas |mportantes en la formacion del pili

pK de E. coli.

un banco de protelnas mostro una homologia

De esta forma el modelo de plegamlento encontrado, nos permltlé ver,'que a pesar de

’qu‘e elu‘ga‘mblo de fenilalanina es drastico, ya que la serina es un ammoécndo con una
hi‘dl'»bfo'tk)i’éikdad de -0.55 y la fenilalanina un aminoacido con una hidrofobicidad de 1.92,
-este cambio no afecta el plegamiento de la proteina, pues no cae dentro de los
dominios de hojas beta plegadas que determinan la forma y funcion de esta proteina.

En lo que se refiere al segundo cambio este si cae dentro de una de las hojas, sin
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embargo el camblo noes radlcal consnderando que Ia senna tlene una hidrofoblcndad

de -0. 55 y la gllcma de -0. 67 por Io tanto la conformacnon beta se conserva

“‘chaperona . pueda
conformacién”'Simila a

observamos que Ia

acomodador

: Como se : aprecua en RESULTADOS la secu‘enciéA p‘feSénfa o.nce hojas beta de
: tamanos dlferentes De estas once ho;as ocho participan en la formacién del dominio
clasico de lg, que sirve como sitio de reconocimiento de la chaperona. De igual forma,
es posible localizar dos cisteinas, las cuales ayudan al plegamiento globa! de proteina
al formar un puente disulfuro. Finalmente, el extremo carboxilo terminal de esta
proteina presenta residuos hidrofébicos 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
proteinas del operdn pap, lo cual nos hace sugerir que esta fimbria es ensamblada con
un sistema de chaperona acomodador. Este dato no habia sido reportado para S.
gallinarum, lo que constituye un avance importante en la comprensién de como esta

bacteria ensambla sus fimbrias.
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Lo anterior p'ermitiré comprender mejor los fendmenos de adhesién'e

pero sobre todo permitira el disefio de estrategias novedosas e tel’ control de Ia‘

: enfermedad por ejemplo, empleando estas fmbrlas como
contra S ga//marum y otras especies del género, que aunqu n

- como enfermedad infecciosa en las aves, representa

publlca
En lo referente a la prediccion de LpfE, un dato ibmbo
con una proteina lectina que se une a manosas, |0 c'l.la‘l_’coincid con‘el:hecho deque

LpfE es la adhesina en esta fimbria y que el fenotipo de:égk

para su reconocnmlento y ensamblaje po'

que,e_sta r_n '

,El anallsns e = uencnas no pudo Ilevarse a cabo debido al hecho de que

para algunas no ”e Iogré obtener la secuencia completa, debido al tamario de los
fragmentos nuevos iniciadores son necesarios los cuales se tendran que disefarse a
partir de la secuencias obtenidas. No obstante cada uno de los segmentos se tienen

clonados lo que permitira la reconstruccion del operén mas rapidamente.
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 IpfA. IpfB, IpfC, IpfD y IpfE.
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'ampllfcacubn 'e genes del operén /pf Lo anterior destaca que la expresion de esta“

: t”mbrla es un evento regulado en Salmone//a por factores aun desconocidos.

’Contrano a lo anterior, en los ensayos in vitro, se pudo observar que tanto” S.

gall/narum ‘como S. typh/murlum eron capaces de adherirse a Ias dos Iineas

: celulares utllxzadas pero ‘lo |mportante- a destacar es que el porcentaje de‘ nvasnén'

suguieren la presencia de diferentes receptores a nivel

" de Ia.célula huésped.

' Eﬁ lzbrs‘:énsaxgsfdé: adheréncia pi:dimos observar que S. gallinarum es capaz de
aqherirrvse‘ ‘des>de los pkrkimeros 5 min de infeccion, y lo mas sorprendente es que en este
mismo lapso, Salmonella ya esta invadiendo. Se sugiere realizar ensayos en tiempos
aun mas cortos.

El patron de adherencia de Sa/monella fue difuso, aunque en algunos casos se pudo
apreciar la formacién de agregaciones (adherencia localizada), las cuales iban

acompafiadas de la formacién de vacuolas en el interior de la célula huésped.
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‘En un mismo .campo visual se encontraron’ dlferentes - estadios celulares. Se

encontraban células aparentemente sanas, unicamente con bacterlas adheridas a la

perlferia de Ia membrana, células con camblos en st conformacnén células laxas y con

desprendlmlento de la membrana y células muerta ‘odos estos cambios se pueden

‘deber a actores fisico-quimicos de'las celulas '\articipacién de Salmonella en

la |nfeccnén es muy importante y cabe resaltar que: estos camblos observados en la

célula son debndos en gran parte a la |nteraCC|on de Salmonel/a con la célula epitelial.

Es |mportante recordar que una vez que Salmonel/a se adhlere a la célula huésped,
empieza toda una cascada de sefalizacién que conlleva, desde la movilizacion de
actina, la formacioén de “ruffling”, rearreglo' én el citoesqueleto, hasta recuperar por
completo la morfologia de la célula. Por tanto, ésta podria ser una explicacion de los

cambios observados.

Para poderillustrar y entender por completo el papel de las fmbrlas en Ia adherencna.

‘es necesano aracterlzar y estudlar a fondo cada una de ellas en un modelo adecuado

y asl poder_d‘ete,rmlnar estrategias adecuadas de colonizacién.

Sin embafgo. 'para determinar el papel que juega el operon Ipf en la adhesion de
S. ga//inarum, es necesario hacer otro tipo de experimentos. En trabajos futuros esta la
elaboraciéon de una mutante en el gene /pfA y su evaluacion en modelos in vitro como

in vivo.
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CONCLUSIONES.

1.- Se identificaron los cinco genes: (IpfA /pr Ipr IpfD 'y /pr) que componen Ia
region del operon Ipfen Salmonel/a gallinarum.: -

2.- Salmonella galllnarum prese t :
como en la prediccion’ de a
Escherlch/a coli.:

3.- El gene lpfA
cual nos hace su
acomodador.

4- Con base en los ensayos ‘de adherencua 'se’ puede sugerlr que a adh 'un

requisito necesarlo para que se lleve a’'cabo’la invasion en'S. ga///narum cep FVA—
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