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RESUMEN

Previamente, en nuestro grupo de investigacion se llevo a cabo la construccién de dos
bibliotecas de fagos a partir de los genes fimbriales que codifican para las subunidades PegA
y StdA, logrando la expresion de péptidos recombinantes con tamafios de 10 a 30 aminoéacidos
aproximadamente sobre la superficie del fago filamentoso M13.

Las fimbrias son estructuras que no se expresan de manera constitutiva, su estudio in vitro se
ve obstaculizado por su estricta regulacion que rara vez permite que se expresen en condiciones
de laboratorio a excepcion de las fimbrias fim y csg. Bajo esta premisa se busco producir las
proteinas recombinantes PegA y StdA de Salmonella enterica subespecie enterica serovariedad
Enteritidis (Salmonella Enteritidis), para ser utilizadas en la generacion de anticuerpos
especificos en el antisuero de gallinas inmunizadas y llevar a cabo el tamizaje de las bibliotecas
de fagos. Se lograron clonar los genes pegA y stdA en el plasmido pBAD Myc-His A 'y
pCR™2.1-TOPO, respectivamente y se realizd el &nalisis in silico de ambas proteinas
utilizando herramientas bioinformaticas para predecir la localizacion y accesibilidad de sus
epitopos para su deteccion con anticuerpos.

La identificacion de éstas secuencias de aminoécidos, abre el camino para el desarrollo de
pruebas diagndsticas y candidatos vacunales que impidan la adherencia de la bacteria a las
células hospederas, debido a que se ha demostrado la importancia de estas subunidades
fimbriales en la colonizacién del ciego en aves, en células en cultivo, asi como en el higado y
bazo de ratones.



. INTRODUCCION

La supervivencia de Salmonella Enteritidis depende de su capacidad para adherirse a la célula
huésped. La adhesion bacteriana ocurre cuando Salmonella interactua con las células animales,
antes de la invasion o cuando se inicia la formacién de biopeliculas en las superficies del
huesped, como el epitelio intestinal o los calculos biliares (Wiedemann et al., 2015).

La mayoria de las estructuras adhesivas de Salmonella se expresan solo in vivo, lo que dificulta
su estudio. Incluso, aunque la expresion constitutiva de estos componentes de superficie y el
estudio de la regulacion de su expresion han promovido los estudios in vitro en los ultimos
afios, aun se requiere mucho trabajo para comprender el papel de cada uno de ellos y su
potencial cooperacion y redundancia en la mediacion de la interaccion de Salmonella con sus
células blanco (Wiedemann et al., 2015).

Existen tres categorias para los sistemas de adhesion en Salmonella: adhesinas fimbriales como
la fimbria ensamblada por la via chaperéna acomodador (CU), las adhesinas afimbriales que
comprenden adhesinas mono y oligoméricas secretadas por un sistema de secrecion tipo 1y V
y por ultimo las adhesinas atipicas, estructuras en la superficie de la membrana cuya funcion
principal no es la adhesion pero que pueden tenerla, por ejemplo, el flagelo (Wagner y Hensel
2011).

Fimbrias

Las fimbrias son apéndices protéicos de 0.5 a 10 pm de longitud y de 2 a 8 nm de ancho, poseen
una o0 mas proteina que interactia con su receptor de hospedaje, mediando asi la adhesion de
la bacteria a la célula huesped o a superficies inertes (Wiedemann et al., 2015).

Estan compuestas por subunidades de proteinas denominadas mayoritarias y minoritarias en
un orden especifico, y su funcion es la adhesion a los receptores de otras bacterias o células
huéspedes, la fuerza adhesiva se vuelve mas fuerte a medida que aumenta la fuerza de tension
mecénica resultante del flujo de fluidos que actaan sobre la fimbria (Aprikian 2011). Las
diferentes fuerzas de union que participan en este mecanismo adhesivo son las fuerzas de van
der Walls y enlaces de hidrégeno (Robinson et al., 2012). Son estructuras que poseen la
capacidad de adaptarse al entorno, ofreciendo proteccion a las bacterias, contra diversas fuerzas
de arrastre cambiantes del medio en el que se encuentren como el ejercido por los fluidos en el
tracto urinario (Mortezaei et al., 2013).

Las fimbrias son un factor de virulencia importante para muchas bacterias patdgenas, que las
requieren comunmente para iniciar la colonizacion, su éxito como organelos de adhesion radica
en su capacidad para iniciar y mantener la union bacteriana a las células epiteliales (Singh et
al., 2016).



Biogénesis fimbrial

Existen distintas clasificaciones para las fimbrias pero la mas ampliamente utilizada es con
base en los sistemas de ensamblaje. Existen tres vias para el ensamblaje fimbrial en bacterias
Gram negativas. La via chaperona acomodador , via nucleacion precipitacion y la via de
secrecion general .

La mayoria de las fimbrias identificadas en el genoma de Salmonella Enteritidis se ensamblan
mediante la via chaperona acomodador y estdn compuestas de varias subunidades. Algunas de
estas subunidades pueden servir como adhesinas, mientras que otras presentes en la base de la
fimbria desempefian el papel de proteinas de anclaje (Dufresne y Daigle 2017).

Via chaperona acomodador

Las fimbrias de la via chaperona acomodador son las mas comunmente detectadas en el genoma
de Salmonella (Dufresne y Daigle 2017). ActGan como sistemas redundantes en la patogenesis
de Salmonella spp. mediando interacciones entre bacterias, bacterias y células del huésped y
formacion de biopeliculas (Dufresne et al., 2018).

Las fimbrias ensambladas por esta via, poseen una forma fimbrial a base de la repeticion de
subunidades principales que emergen de la proteina acomodadora insertada en la membrana
externa. Las subunidades principales pueden estar acompafadas por subunidades menores y /
0 adhesinas (Thanassi et al., 2007).

La biogénesis de estas fimbrias comienza con la produccidon de las subunidades en el citoplasma
y su exportacion a través de la membrana interna por el sistema general de secrecion (Gerlach
y Hensel 2007). El ensamblaje se caracteriza por una interaccién entre las subunidades, una
chaperona periplasmica y una proteina acomodadora de membrana externa (Gerlach y Hensel
2007).

Para evitar el plegamiento temprano de las subunidades, la chaperona fimbrial forma un
complejo con la subunidad translocada en el periplasma. La chaperona ademas de prevenir la
formacion prematura de fimbrias en el periplasma, prepara el ensamblaje a través del
acomodador. Se requiere una interaccion entre la proteina acomodadora y la subunidad y
también entre la acomodadora y la chaperona. Esta interaccion es importante para que la
proteina acomodadora pueda discriminar la subunidad cargada de la chaperona descargada
(Zavialov et al., 2007).

La proteina acomodadora cataliza la polimerizacion fimbrial, la estructura cuaternaria de la
subunidad se logra cuando la proteina pasa a través del poro. Se ensamblan en un orden de
arriba hacia abajo, con la adhesina incorporada primero, seguida del resto de la punta de la
fimbria. El canal de inicio es lo suficientemente ancho como para permitir la secrecion de una
fibra lineal de subunidades plegadas (Remaut et al., 2008).



Muchas de estas fimbrias tienen una Unica subunidad localizada en la punta que contiene la
actividad de union al receptor y se han denominado “monoadhesivas” e incluyen las fimbrias
tipo 1y P. Sin embargo no todas las fimbrias ensambladas por esta via contienen una estructura
de punta distinta o una adhesina ubicada en la punta. La subunidad estructural que construye
la fimbria también puede contener varios sitios de union al receptor, permitiendo a toda la
fimbria funcionar en la adhesion. Estas fimbrias “poliadhesivas” generalmente se construyen a
partir de 1 a 2 subunidades (Zavialov et al., 2010).
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FIGURA 1. Representacion esquematica del ensamblaje fimbrial por la via chaperona acomodador. CM:
membrana citoplasmatica, OM: membrana externa, PP: periplasma, C: proteina chaperona, Sec: sistema
general de secrecion, U: proteina acomodadora. Tomado y modificado de Nuccio y Baumler 2007.



Sistema enucleacion / precipitacion

Las fimbrias curli se descubrieron inicialmente en Escherichia coli y estan muy conservadas
entre la familia Enterobacteriaceae. El grupo especifico de genes fimbriales para las fimbrias
curli se denomina csg (gen de la subunidad curli) para E. coli y agf (fimbrias agregativas
delgadas) para Salmonella, pero el término csg ahora se usa cominmente para Salmonella spp.
El mecanismo de ensamblaje de las fimbrias curli se caracteriza por la exportacion de las
subunidades y su precipitacion entre si en presencia de un nucleador que fija la fimbria en la
superficie bacteriana (Dufresne y Daigle 2017). La exportacién de proteinas curli también
utiliza la via de secrecién general para pasar a través de la membrana interna al periplasma.
Una vez en la superficie bacteriana, el nucleador polimeriza las subunidades en fimbrias
agregativas (Remaut y Ben-Tal 2014).

La formacion de las fimbrias curli depende de dos operones divergentes, csgBAC y csgDEFG.
El operdn csgBAC tiene los genes que codifican para CsgA, la subunidad principal, CsgB, el
nucleador y CsgC, una oxidorreductasa de funcion desconocida. Los genes del operon
csgDEFG codifican para el regulador de transcripcion del operon (CsgD) y para las proteinas
de ensamblaje ubicadas en el periplasma (CsgE) o en la membrana externa (CsgG y CsgF)
(Brombacher et al., 2006).

Sistema de secrecion general o pili tipo 1V

La fimbria tipo IV utiliza el sistema de secrecion general para su ensamblaje, es un sistema
independiente de chaperonas, debido a que la plataforma de anclaje se ubica en la membrana
interna, siendo innecesario el transporte de las subunidades fimbriales a través del periplasma.
Esta via tiene la maquinaria mas compleja en la cual se forma un aparato compuesto de varias
proteinas, que atraviesa las membranas interna y externa permitiendo el anclaje y la
accesibilidad energética para el ensamblaje fimbrial. Este tipo de fimbrias se subdivide en dos
grupos segun la homologia de las subunidades principales: las fimbrias tipo IVVay tipo IVb. La
diferencia entre los dos tipos, se debe a la longitud de la secuencia de péptidos y la secuencia
de la proteina principal. Algunas de estas fimbrias tienen la capacidad de extenderse y retraerse
dinamicamente, proporcionandoles un tipo de movimiento denominado espasmaddico en
superficies solidas y la capacidad de absorcién de ADN (Mattick 2002; Burrows 2005).

Clados fimbriales

Cada tipo de fimbria tiene su subunidad estructural y genes de biogénesis codificados por un
grupo de genes fimbriales.

Las proteinas acomodadoras son las proteinas mas conservadas (Yue et al., 2012). Basado en
las secuencias de aminoacidos de la proteina acomodadora, la clase de ensamblaje CU se
subdivide en seis clados filogenéticos principales, llamados a, 3, v, x, © Y 6. Los miembros de
cada clado comparten estructuras de operon relacionadas y codifican subunidades fimbriales
con dominios proteicos similares (Nuccio y Baumler 2007).



CLADOS CU OPERONES FIMBRIALES
o tcf
p sbs, sib, stj
vl bcf, fim, Ipf, sdd / smf, stg, sth, sti
v3 saf,sde,sef
v4 mrk, peg, peh, sha, sdh, sdi, sdj, ssf, sta, stb, stc, stk
K fae / skf, pef, sbc, / spf
T sbb / sbf, sdk, sdl, std, ste, stf
c sdc / sas

CUADRO 1. Clados fimbriales con sus operones fimbriales descritas presentes en Salmonella spp. tomado
y modificado de: Dufresne y Daigle 2017.

Operones fimbriales

Los sistemas fimbriales estan organizados en grupos de cuatro a quince genes que codifican
proteinas estructurales, de ensamblaje y reguladoras (Dufresne y Daigle 2017).

Los genes involucrados en la biosintesis de las fimbrias pertenecientes a la clase de ensamblaje
chaperona acomodador, se agrupan casi invariablemente en operones. Estos operones
codifican, como minimo, tres proteinas diferentes: una subunidad fimbrial estructural principal,
una chaperona y una proteina acomodadora. Los operones fimbriales a menudo contienen
genes adicionales que codifican proteinas estructurales (subunidades fimbriales minoritarias),
proteinas de ensamblaje (chaperonas) o proteinas reguladoras (Nuccio y Baumler 2007).

Diferentes operones fimbriales han sido descritos en cada una de las variedades de Salmonella
enterica, participando cada uno de ellos en la adhesion a diferentes superficies y tipos
celulares. La expresion de los genes de cada operdn depende de las condiciones fisicoquimicas
asi como la disponibilidad de nutrimentos presentes. Hasta el momento han sido identificados
13 operones fimbriales en Salmonella Enteritidis (Nuccio y Baumler 2007; Yue et al., 2012,
Laniewski et al., 2017).
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FIGURA 2. Representacion esquematica del repertorio de operones fimbriales y la ubicaciéon genémica
relativa de loci fimbriales en el genoma de Salmonella Enteritidis P125109. Tomado y modificado de
Clayton et al., 2008.

std

El operon fimbrial std, codifica las fimbrias Std de la clase =, Ilamadas asi por el prototipo de
la fimbria P de E. coli, se ha descrito que se unen a residuos de fucosa a-1,2 terminales. La
union a estos residuos media la adhesion bacteriana a las glucoproteinas o glucolipidos del
huésped (Suwandi et al., 2019).

El operdn esta conformado de 6 genes, stdA, stdB, stdC, stdD, stdE y stdF, los cuales coordinan
la expresion de un operon policistronico (Jakomin et al., 2008). Tiene més de 85 % de identidad
en la secuencia del operon entre las diferentes especies de Salmonella spp. (Clayton et al.,
2008).

El gen stdA (708pb) codifica para la subunidad fimbrial principal, importante contribuyente a
la adhesion de Salmonella a la mucosa intestinal de las aves de corral. StdA es una proteina
fimbrial de 19 kDa que forma parte del operdn std y es un factor importante en las primeras
etapas de la infeccion de Salmonella en aves de corral (Shippy et al., 2013). El gen stdB codifica
para la proteina acomodadora encargada de permitir el paso de StdA y su anclaje en la
membrana externa, stdC codifica para la proteina chaperona; StdE y StdF, tienen capacidad de
union al ADN vy activan o reprimen la transcripcion de mdltiples genes. StdE activa la
transcripcion del gen hdfR y StdF activa la transcripcion del operén std junto con HdfR. La
unién de HAfR corriente arriba del promotor de std se ve obstaculizada por la metilacion de
sitios GATC situados dentro de la secuencia de activacion corriente arriba (Garcia Pastor et al.,
2019).

Este operon fimbrial esta conservado entre los serotipos de Salmonella enterica pero ausente
en especies bacterianas relacionadas (Townsend et al., 2001). Mutantes con delecién de este
operdn muestran una persistencia intestinal reducida en ratones (Chessa et al., 2008).

Regulacion de std

La expresion bacteriana de las fimbrias Std es un tema de regulacién compleja y estricta, tanto
in vivo como in vitro. S6lo una porcion pequerfia de la poblacion de Salmonella expresa fimbrias
Std in vitro y el operon std esta completamente ausente en E. coli (Suwandi et al., 2019).

Existe una atenuacién de la virulencia en Salmonella, debido a la regulacion negativa de la isla
de patogenicidad 1, por dos proteinas codificadas por std, StdE y StdF (Lépez-Garrido y
Casadesus 2012).



La union de HAfR al ADN dificulta la metilacion de la secuencia de activacion corriente arriba,
permitiendo la activacion del bucle StdE-StdF-HAfR y la expresion de fimbrias Std (Garcia
Pastor et al., 2019).

pegA

El operdn peg consta de cuatro genes ( pegABCD ), pegA (534 pb) codifica para la subunidad
fimbrial principal relacionada con la adhesion y se ha demostrado que tiene un rol importante
en la colonizacion del ciego y oviducto en aves, pegB codifica para la proteina acomodadora,
el gen pegC codifica una proteina chaperona (Hultgren y Normark 1991) y pegD codifica una
supuesta adhesina exportada de tipo fimbrial (Shah et al., 2012). El operdn peg esté restringido
hasta ahora a Salmonella Enteritidis, Salmonella Gallinarum y Salmonella Paratyphi (Silva et
al., 2012).

Clayton y cols. en 2008 inactivaron sistematicamente cada uno de los 13 operones fimbriales
descritos en Salmonella Enteritidis e informaron que solo la inactivacion del operon peg resultd
en una reduccion significativa en la colonizacion intestinal en pollos de 18 dias de edad
inoculados oralmente.

Salmonella spp.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y esta constituido por bacterias
Gram negativas, intracelulares facultativas (Barreto et al., 2016), es un género de patdgenos
entéricos gque consta de dos especies; Salmonella enterica y Salmonella bongori, que pueden
causar enfermedades en una amplia variedad de huéspedes (llyas et al., 2017).

Salmonella Enteritidis es capaz de generar enfermedad gastrointestinal en el ser humano,
infeccion sistémica en el raton y un cuadro crénico asintomatico en aves (Barreto et al., 2016).

El sistema de de clasificacién de Kauffman y White clasifica a Salmonella en serotipos con
base en el reconocimiento de antigenos de superficie como el antigeno somatico (O) y el
antigeno flagelar (H). También es posible subdivir estos serotipos mediante la fagotipificacion
de acuerdo al patron de lisis obtenido cuando las cepas de Salmonella son infectadas con
bacteri6fagos especificos del serotipo (Echeita et al., 2005).

Epidemiologia

Las especies de Salmonella son bacterias responsables de una amplia gama de enfermedades
transmitidas por alimentos y agua, tanto en humanos como en animales representando una gran
amenaza para la salud publica (World Health Organization 2018).

Salmonella Enteritidis es una de las mayores causas de salmonelosis en el mundo, siendo los
huevos contaminados y la carne de pollo cruda sus principales fuentes de infeccion (Fandifio
et al., 2019). La Salmonelosis esta reconocida como una de las enfermedades zoonéticas mas
importantes que se transmite al ser humano a través de alimentos de origen animal (Asma et
al., 2018) y su gravedad depende de los factores del huésped y del serotipo de Salmonella
(World Health Organization 2018).

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades en Estados Unidos (CDC)
estiman que Salmonella causa alrededor de 1.35 millones de infecciones, 26,500
hospitalizaciones y 420 muertes en los Estados Unidos cada afio (CDC 2022). Ademas de
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generar brotes grandes y continuos asociados con el comercio internacional de huevos de mesa
(EFSA 2019). El 11 de enero de 2022, se detectaron 801 casos de infectados con un brote de
Salmonella Enteritidis , en siete paises de la Union Europea y el Reino Unido (EFSA 2022).

En México la Direccion General de Epidemiologia (DGE) reporta los casos de salmonelosis
como casos de fiebre tifoidea, paratifoidea y otras salmonelosis. Hasta la semana 52 de 2022,
se reportaron 45183 casos de salmonelosis pero no se identificaron las especies y serotipos
involucrados (Direccion General de Epidemiologia 2022).

Patogenia

La infeccion por Salmonella se compone de varios pasos, en cada uno de estos, factores de
virulencia especificos se activan para interactuar con el huésped y crear un entorno mas
propicio para su supervivencia y replicacion.

Una barrera importante a la que Salmonella debe enfrentarse una vez que ingresa por via oral,
es el pH &cido del estbmago o proventriculo y ventriculo en el caso de las aves, provocado por
lasecrecion de acido clorhidrico. El estomago también contiene altas concentraciones de acidos
débiles que pueden actuar como desacopladores de la fuerza proton motriz (Bavishi y Dupont
2011). EI consumo de alimentos ricos en grasas o elevados contenidos de proteina, pueden
proteger a Salmonella spp. de la acidez del estomago (Avilés et al., 2013). También el cambio
del pH por el uso de antiacidos o inhibidores de la bomba de protones permite aumentar la
susceptibilidad a la infeccidn por Salmonella (Bavishi y Dupont 2011).

Una vez en el intestino el curso de la infeccién es impulsado por factores de virulencia
adquiridos horizontalmente y genes codificados en las islas de patogenicidad de Salmonella
(llyas et al., 2017). La presencia de microbiota puede competir con Salmonella para la
colonizacién o captura de nutrimentos, por ello Salmonella puede eliminar a las bacterias
comensales a través de la expresion de un sistema de secrecion tipo VI , utilizada
principalmente para el antagonismo interbacteriano (Sana et al., 2016 ).

Superados estos retos, Salmonella debe adherirse a las células huésped siendo un paso
fundamental, permitiendole contrarrestar el arrastre de la bacteria por los movimientos
peristalticos del intestino y poder iniciar la colonizacién. Una vez adherida a los enterocitos
Salmonella activa un sistema de secrecion tipo 11l codificado en la Isla de patogenicidad 1,
translocando proteinas efectoras que promueven el reordenamiento del citoesqueleto (ruffling)
y permitiendo el ingreso de la bacteria a células no fagociticas. SipC y SipA son proteinas que
se unen directamente a los microtibulos de actina promoviendo su polimerizacion vy
estabilizacion, SopE y SopE2 lo promueven de manera indirecta actuando como factores de
intercambio de guanina. Estos eventos forman una vacuola contenedora de Salmonella, debido
a la union de membranas por SopD y el citoesqueleto retorna a su forma original gracias a SptP
(Haraga et al., 2008; McGhie et al., 2009).

Salmonella también infecta la vesicula biliar, donde se sabe que las bacterias persisten como
biopeliculas unidas a los calculos biliares (Kurtz, et al. 2017).



Inmunizacion

El principal objetivo de vacunar a las gallinas ponedoras contra Salmonella Enteritidis es
reducir o prevenir la contaminacion de los huevos ya que la infeccion bacteriana en los 6rganos
reproductivos de las gallinas ponedoras puede causar la contaminacion de estos a traves de la
yema o la albdmina, por lo que la respuesta inmune juega un papel esencial en la prevencion
de la infeccion por Salmonella (Yoshimura 2004).

La vacunacion con productos de Salmonella Enteritidis viva esta prohibida en algunos paises
debido a variaciones en sus legislaciones (Huberman et al., 2019). Este tipo de vacuna protege
a las gallinas al reducir la excrecién de Salmonella Enteritidis, el aislamiento en érganos y la
contaminacion del huevo (Huberman et al., 2019).

En el caso de México se comercializan vacunas inactivadas contra Salmonella Enteritidis de
manera individual o en combinacion con otros antigenos, reguladas por la SAGARPA. Estas
vacunas se reportan como efectivas para disminuir la excrecion y presentacion de la
enfermedad ocasionada por Salmonella Enteritidis y se indican para inmunizar tanto aves de
postura como reproductoras, pero no garantizan la eliminacion completa de la bacteria.

CUADRO 2. Ejemplos de vacunas inactivadas contra Salmonella registradas en SAGARPA en México.

VACUNA EMPRESA SEROVAR.

Layermune SE Ceva Salud Animal S.A. de C.V. SE
Cevac Corymune 4K Ceva Salud Animal S.A. de C.V. SE
Cevac Corymune 7K Ceva Salud Animal S.A. de C.V. SE
Avipro 109 SE Conc Lohmann Animal Health S.A. de C.V. SE

CUADRO 3. Algunas vacunas vivas atenuadas.

SEROTIPO DE CEPA VIA DE

SALMONELLA ADMINISTRACION

Salmonella Enteritidis cepa

mutante metabdlica Oral

Enteritidis o
Salmonella Enteritidis cepa

441/014 auxotrofica para Oral
adenina e histidina
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Todas estas vacunas han logrado disminuir signos y niveles de colonizacion por Salmonella
pero no eliminan la bacteria completamente, lo que permite la presencia de portadores
asintomaticos que la excretan (Desin et al., 2013).

Gast y cols. en 1992 observaron una respuesta humoral primaria rapida después de la
vacunacion de pollos libres de patdgenos especificos con una vacuna de Salmonella Enteritidis
y hubo proteccion parcial contra la exposicion experimental. La presencia de Salmonella
Enteritidis en los 6rganos y el contenido en évulos se redujo, pero el tracto entérico adn era
susceptible a la colonizacion. Por lo que la mejor manera de prevenir o controlar la infeccion
en aves de corral es el uso de medidas de bioseguridad (Penha Filho et al., 2009),
econdémicamente es poco practico eliminar al patdgeno de las granjas y la vacuna solo produce
proteccion y control parcial ( Penha Filho et al., 2009).

Uso de anticuerpos contra fimbrias

Estudios han permitido entender los mecanismos por los cuales los anticuerpos se dirigen al
proceso de adhesién bacteriana, alterando las propiedades fisicas de las fimbrias e
interrumpiendo su desenrollamiento natural mediante la unién de las capas del filamento
helicoidal, aumentando asi su rigidez y reduciendo su resistencia durante el flujo de fluidos.
Otro mecanismo reportado consiste en que los anticuerpos son capaces de enredar a dos
fimbrias individuales a través de uniones bivalentes. Siendo aplicable a una gran cantidad de
bacterias Gram negativas que dependen de estas moléculas de adhesion superficial como un
factor de virulencia esencial (Singh et al., 2016).

FIGURA 3. Modelo conceptual de bacterias fimbriadas en el intestino. (A) Las fimbrias en ausencia de
anticuerpos se unen a las microvellosidades y se desenrollan cuando se exponen a las fuerzas del flujo del
fluido intestinal. (B) Las fimbrias con anticuerpos no pueden desenrollarse y rebobinarse libremente, lo que
limita su union sostenida a las microvellosidades (Singh et al., 2016).
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Dos caracteristicas biomecanicas de la resiliencia fimbrial son la fuerza de extension y la
longitud de extension, que pueden ser alteradas por la union de anticuerpos a las fimbrias. Se
habla de que al inhibir esta resiliencia podria tener un alto potencial de uso como vacunas para
prevenir la enfermedad (Singh et al., 2016).

Inmunoglobulinas en pollos

Las aves producen tres tipos de inmunoglobulinas que son la IgM, IgY e IgA (Mdller et al.
2015). La IgY es la principal inmunoglobulina presente en la sangre aviar, se transmite a su
descendencia y se acumula en las yemas de huevo permitiendo la recoleccion de altas
cantidades de anticuerpos (Pereira et al. 2019). Hasta 200 mg de IgY estan presentes en la yema
en el momento de la puesta de huevos (Lanzarini et al. 2018). Es el ancestro evolutivo de la
IgG de mamiferos y es el principal mecanismo de defensa contra las infecciones sistémicas,
estando presente en aves, reptiles y anfibios (Warr 1995).

La IgY se ha denominado IgG debido a su funcién y concentracién similares en el suero. Esta
terminologia es incorrecta, debido a las diferencias que presentan en su estructura molecular
(Mdiller et al., 2015). La IgY policlonal de pollo presenta ventajas éticas y economicas sobre
la IgG de mamifero para aplicaciones biomédicas, como la falta de necesidad de sangrado
animal porque los anticuerpos se extraen de los huevos después de la inmunizacion de las
gallinas y el bajo costo de los métodos de produccién y purificacion (Lanzarini et al., 2018).

Produccion de IgY especificas

Gallinas inmunizadas con un antigeno especifico de Salmonella pueden dar una IgY especifica
producida en la yema de huevo contra el antigeno dado. Por lo tanto, la IgY se ha aplicado con
éxito en fines diagnosticos, profilacticos, terapéuticos y en la formulacion de suplementos
alimenticios debido a la estabilidad de la IgY en condiciones de procesamiento de alimentos
(Schade et al. 2005). Se han usado varios tipos de antigenos para producir IgY especifica en
aves, como antigenos complejos (virus, bacterias y parasitos) y antigenos individuales
(proteinas, polisacéaridos, péptidos y acidos nucleicos). También es posible combinar diferentes
concentraciones de antigeno con adyuvante (Antonysamy et al. 2010).

Se ha demostrado que la administracion oral de anticuerpos IgY especificos es efectiva contra
una variedad de patogenos intestinales que causan diarrea en humanos y animales, como,
Salmonella spp., rotavirus bovinos y humanos, coronavirus bovino, virus de gastroenteritis
porcina transmisible y virus de diarrea epidémica porcina (Diraviyam et al. 2014).
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Terapia anti-adhesion

Las terapias anti adherencia son técnicas que interfieren con la capacidad de las bacterias para
adherirse a los tejidos del huésped o separarlos de los tejidos en las primeras etapas de la
infeccion (Asadi et al., 2019). Estas terapias son una posible alternativa al uso de antibioticos,
las bacterias no mueren, pero se impide que causen dafio a un huésped al inhibir la adherencia
a las células y tejidos del huésped. Los mecanismos de estos agentes incluyen la inhibicion de
las adhesinas y sus receptores huéspedes (Cozens y Read 2012).

w%. L
mm 000

FIGURA 4. Estrategias de terapia anti-adherencia. La unién bacteriana puede inhibirse interfiriendo la
biosintesis de la adhesina ( A ), el ensamblaje de la adhesina (B) o el ensamblaje del receptor del huésped (
C ). La unidn puede inhibirse mediante el reemplazo competitivo de la adhesina del huésped ( D ) o del
receptor del huésped de la adhesina ( E ) usando moléculas solubles o usando microbios de disefio ( F). Los
anticuerpos contra las adhesinas bacterianas pueden bloquear los epitopos de superficie necesarios para la
unién ( G) (Krachler y Orth 2013).

El huésped puede inmunizarse activa o pasivamente usando una adhesina bacteriana,
subunidades fimbriales, o un fragmento de péptido inmunogeénico basado en una adhesina
individual o en el consenso derivado de un grupo de adhesinas. También el huésped puede
inmunizarse usando una vacuna de ADN que codifica la adhesina o parte de ella (Krachler y
Orth 2013).
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I1. JUSTIFICACION

Las fimbrias al ser estructuras superficiales, constituyen antigenos de eleccion para el
desarrollo de vacunas contra Salmonella. Dado que son un factor de virulencia importante en
la adhesion de Salmonella Enteritidis, son objetivos potenciales para el uso de anticuerpos
especificos, por lo que al identificar los epitopos de unién a estos anticuerpos es posible el
desarrollo de inmundgenos que eviten la colonizacidn de Salmonella Enteritidis.

I11. HIPOTESIS
Bibliotecas de fragmentos de los genes que codifican para PegA y StdA de Salmonella
Enteritidis, clonados en pG8SAET expresaran péptidos aleatorios fusionados a la proteina

pVIII del fago M13, para que mediante seleccion con antisueros especificos, determine la
secuencia de aminoacidos correspondiente a los epitopes en esta proteina.

V. OBJETIVO GENERAL

e Identificar epitopos de las proteinas PegA y StdA de Salmonella Enteritidis mediante
el Tamizaje con ELISA de dos bibliotecas de fagos para determinar su secuencia de
aminodacidos y localizacion.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Expresion y purificacion de las proteinas StdA y PegA

e Analisis de secuencias en las clonas seleccionadas y determinacién de los epitopes de
manera in silico.
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VI. MATERIALES Y METODOS

a‘ l ”~ PCR Verificacion
O d — Ensayo con
el gen stdA .
x enzimas de \

Salmonella Enteritidis  gyraccién ADN genémico restriccion

ATCC 49214
\a‘ L~
( — Q —
<< b
Siembra en LB Transformacion Sublonacién en vector Clonacién en vector
con amplicilina E.coli BL21 pBAD Myc His A pCR™2.1-TOPO

FIGURA 5 . Diagrama de flujo de la estrategia experimental.

Panorama general experimental

Se llevo acabo la extraccion del ADN gendmico de Salmonella Enteritidis 49214. Se amplificd
el gen stdA mediante PCR y se clond en el vector comercial pPCR™2.1-TOPO, para su posterior
subclonacion en el vector de expresion pBAD Myc-His A. El gen pegA ya se encuentra clonado
en pBAD Myc-His A y transformado en E.coli BL21, para llevar a cabo la expresion de la
proteina recombinante.

6.1 Medios de cultivo, cepas bacterianas y vectores de clonacion utilizados

Se utilizaron las cepas bacterianas de Salmonella Enteritidis 49214, y Escherichia coli BL21
las cuales se mantuvieron en congelacion a -70 °C hasta ser utilizadas.
La siembra de estas bacterias se llevé acabo en caldo y agar Luria Bertani (LB) asi como en
medios de cultivo adicionados con ampicilina (Amp) a una concentracion de 100 pg/ml para
la seleccion de clonas y plasmidos en las cepas utilizadas en el estudio.

pCR™2 1-TOPO: Plasmido abierto con extremos cohesivos con timidina. Tiene unida
covalentemente topoisomerasa | para la clonacién rapiday generacion de recombinantes. Posee
casetes de resistencia a kanamicina y ampicilina.

pBAD Myc-His A: Expresa proteinas con una etiqueta de polihistidina C-terminal. Posee un

promotor araBAD para una expresion regulada. La etiqueta His permite una purificacion con
resina quelante de niquel o deteccidn con un anticuerpo anti-His.
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FIGURA 6. Mapa del vector de clonacién pCR™2.1-TOPO. Se muestra el sitio multiple de clonacion y el
casete de resistencia a ampicilina y kanamicina, imagen creada en SnapGene®6.1.1.

16



Agel BstEII

BsmlI
P Miul
BtgI - Ncol - StyI
BspEI Eco53kI
Nrul PaeR7I - Xhol

Sacl

BstBI
HindIII

PspOMI
Apal

Sal1r
Pmel

EcoRV

AfIII

BsaBI

Nsil
Sphl 2
Ma:B! pBAD myc-His A

4094 bp

4930woad WAWNY 1

BsmBI - Esp3I
Pfol

PfIFI - Tth111I
BsaAl
BstZ171

AhdI

AlwNI

FIGURA 7. Mapa del vector de clonacion pBAD Myc-His A. Se muestra el sitio multiple de clonacion y el
casete de resistencia a ampicilina, imagen creada en SnapGene®6.1.1.

6.2 Diseiio de iniciadores

Los iniciadores se disefiaron utilizando como referencia la secuencia del gen stdA reportada en
el GenBank de Salmonella Enteritidis P125109 (nimero de acceso: AM933172.1). Se
afiadieron los sitios de restriccion para ser reconocidos por las enzimas Ncol y Hindlll. Se opt6
por eliminar la secuencia que codifica para el péptido sefial de las proteinas para evitar su
acumulacion en el periplasma a la hora de expresarse y mejorar el rendimiento, por lo que se
utilizo el servidor SignalP 6.0 para predecir los puntos de escision y contemplarlo en el disefio
de los iniciadores. En cuanto a los iniciadores de pegA asi como las condiciones de
amplificacion para la PCR fueron proporcionados por el MC Rodrigo Cruz Bautista y fueron
verificados mediante SnapGene®6.1.1. (Cruz Bautista 2019)
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6.3 Extraccion de ADN

La cepa de Salmonella Enteritidis 49214 fue cultivada en medio LB e incubada en condiciones
de aerobiosis a 37°C durante toda la noche, al dia siguiente el cultivo se coseché por
centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 minutos y se eliminé el sobrenadante. La extraccion y
purificacion del ADN genomico se realizd6 mediante el método de tiocianato de guanidina
descrito por Pitcher y cols. en 1989.

Se agregd 500 uL de solucion de lisis, se homogenizd en el vortex hasta deshacer la pastilla.
Se precipitaron las proteinas usando 250 pL de acetato de amonio 7.4 M y se homogeniz6
manualmente 7 veces, para dejarlo en hielo por 10 minutos. Posteriormente se anadié 500 puL
de cloroformo alcohol isoamilico y se someti6 a centrifugacion a 10,000 rpm por 10 minutos,
se extrajo la fase acuosa a tubos nuevos y se precipitd el ADN con etanol absoluto a 0.7
volumenes y por ultimo se lavé con 1 ml de etanol al 70% para eliminar las sales .

Al ADN obtenido se le realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE 1X a 70 V
por 1 hora para comprobar su integridad y pureza, posteriormente se cuantifico en un
espectrofotometro NanoDrop®.

6.4 PCR( reaccion en cadena de la polimerasa) para stdA y pegA

El gen stdA (708 pb) se amplificé mediante PCR. Se sigui6 el protocolo general descrito por
Sambrook y Russell 2001 y se estandarizé para un volumen de reaccién en 50 pL.

REACTIVO VOLUMEN
H20 31 ul
Buffer 10x 5ul
MgCl2 (2.5mM) 4.5l
dNTPs (10 mM) 2.5 ul
Iniciadores F ( 10pmol) 2 ul
Iniciadores R ( 10 pmol) 2ul
DNA (3.4 ng/ ul) 2 ul
Taq polimerasa ( 1U/ ul) 1ul

CUADRO 4. Estandarizacion de la PCR.

Se utilizé el termociclador Esco Swift™ MiniPro® configurado con las siguientes
condiciones por 30 ciclos:
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FASE TEMPERATURA Y TIEMPO
Desnaturalizacion inicial 95°C 5:00 minutos
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Alineamiento 69°C 30 segundos
Extension 72°C 30 segundos
Extension final 72°C 5:00 minutos

CUADRO 5. Condiciones de temperatura y tiempo para la PCR del gen stdA.

En el siguiente cuandro se muestran los reactivos y volumenes para la amplificacion del gen
pegA (534 pb). Siguiendo el protocolo general descrito por Sambrook y Russell 2001 y
estandarizando la reaccion para un volumen de 55.5 pL.

REACTIVO VOLUMEN

H20 36.5 ul

Buffer 10x 5 ul

MgCl2 (2.5mM) 4.5 ul

dNTPs (10 mM) 2.5 ul

Iniciadores F ( 10pmol) 2 ul

Iniciadores R ( 10 pmol) 2ul

DNA (100 ng/ pl) 2 ul

Taq polimerasa ( 1U/ ul) 1 ul

FASE TEMPERATURA Y TIEMPO

Desnaturalizacion inicial 94°C 5:00 minutos
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos
Alineamiento 55°C 30 segundos
Extension 72°C 30 segundos
Extension final 72°C 5:00 minutos

CUADRO 6. Condiciones de temperatura y tiempo para la PCR del gen pegA.

6.5 Ensayo de restriccion para el producto de PCR

Para corroborar la presencia del gen stdA en el producto de PCR , se llevo acabo un ensayo de
restriccion. Se siguieron las instrucciones del proveedor (Thermo Fisher Scientific) sobre las
caracteristicas del uso e inactivacion de cada enzima utilizada en el ensayo para obtener el
mejor rendimiento (cuadro 6, 7'y 8).

19




Cada reaccion consto de las mismas cantidades de reactivos que se presentan en el siguiente
cuadro:

REACTIVO CANTIDADES
H20 libre de nucleasas 13 ul
Buffer de la enzima 2 ul
ADN (0.17 pg/uL) 3 ul
Enzima EcoRV 2wl

CUADRO 7. Reactivos y concentraciones para el ensayo de restriccion de stdA con ECORV.

Una vez mezclados todos los reactivos se procedié a incubarlo a 37°C por 20 minutos
Posteriormente la digestion fue evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en
TAE 1X tefiido con bromuro de etidio.

6.6 Extraccion del plasmido pBAD Myc-His A

El vector de expresion pBAD Myc-His A, se encuentra localizado en células E. coli BL21
transformadas, por lo que se realiz6 la extraccion del ADN plasmidico mediante la técnica de
lisis alcalina, descrita por Sambrook y Russell en 2001. Se cultivo 10 ml de caldo LB con la
bacteria transformada y se incubd a 37°C durante toda la noche , al dia siguiente se centrifug6
a 4000 rpm durante 10 minutos y se retir6 el sobrenadante; el sedimento se suspendi6 en 100
ul de la solucion 1 (glucosa 50 mM , Tris HCI 25 mM, EDTA 10 mM ) con agitacion vigorosa,
después se elabord la solucion 2 ( NaOH 10N, SDS 1%) y se afiadieron 200 pl, se homogenizé
volteando el tubo 5 veces y se colocd en hielo por 2 minutos; Se adiciond 150 ul de la solucion
3 a pH 4.8 ( acetato de potasio 5 M, acido acetico glacial absoluto, H20) y se homogeniz6 con
ayuda de un vortex; Se centrifugé a 10,000 rpm durante 5 minutos y se transfirid el
sobrenadante a otro tubo. Se realizd la precipitacion del ADN afadiendo dos volumenes de
etanol frio, y se centrifugé a 10,000 rpm durante 5 minutos, posteriormente se decanto el
sobrenadante y se lavé con 1ml de etanol al 70% frio, se centrifugd a 10,000 rpm durante 5
minutos y se volvio a decantar el sobredante. Por Gltimo se dejo secar y se suspendio el ADN
con 20ul de agua libre de nucleasas. Se comprobd la extraccion mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% con TAE 1X y tefiida con bromuro de etidio.

6.7 Ensayo de restriccion con pBAD / Myc-His A con la enzima EcoRV

Se realizo el ensayo de restriccion para verficiar la identidad del vector pBAD / Myc-His A.
Se obtuvo el patron electroforetico in silico con el softwere SnapGene®6.1.1. y posteriormente
se procedid hacer las digestiones de forma in vitro.
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REACTIVO CANTIDAD
H20 libre de nucleasas 13 pl
10X Buffer R 2 ul
ADN (0.5 pg/uL) 3ul
Enzima EcoRV 2 ul

CUADRO 8. Reactivos y concentraciones para el ensayo de restriccion de pBAD / Myc-His A con la

enzima EcoRV.

REACTIVO CANTIDAD
H20 libre de nucleasas 12.5 ul
ADN (0.5 pg/pL) 1.5 ul
10X Buffer 0 2 ul
Enzima EcoRV 2 ul
Enzima Sall 2 ul

CUADRO 9. reactivos y concentraciones para el ensayo de doble digestion de pBAD / Myc-His A con las
enzimas EcoRV Y Sall.

Las reacciones se incubaron a 37°C por 1 hora a bafio maria y posteriormente se inactivaron
incubando a 80°C por 20 minutos en el termociclador.

6.8 Produccion de células electrocompetentes E.coli BL21 y electroporacion

Se prepararédn células electrocompetentes de la cepa de E.coli BL21 siguiendo el protocolo
descrito por Sambrook y Rusell 2001. Para la electroporacion se utilizo el electroporador
Genepulser 11 de Biorad® programado con las siguientes constantes: 25uF, 2.5 KV a 200 ohm.
Se realizé una dilucion 1:10 del plasmido en 100ul de agua libre de nucleasas y se coloco 4 pl
de esta dilucion en las alicuotas de 200 ul de las células competentes de E.coli BL21,
posteriormente se colocardn en las cubetas para electroporar. Las células electroporadas fueron
rapidamente colocadas en 1 ml de medio SOC e incubadas a 37°C por 1 hora, la seleccion de
las clonas se realizo en agar LB con ampicilina a una concentracion de 100 ug/ml. La placa se
incubo a 37 °C por 24 horas.

6.9 Clonacion del gen stdA en el plasmido pCR™2.1-TOPO

El producto de la PCR del gen stdA se clon6 en el vector comercial pPCR™2.1-TOPO. El
plasmido con el inserto, se transformé en la cepa E. coli DHS5a y fue sembrado en medio LB
con ampicilina (100ul/ml). Se realiz6 la PCR de colonia a las clonas con resistencia a
ampicilina utilizando los iniciadores para stdA, para comprobar la clonacion del gen stdA en el
plasmido .

Posteriormente las clonas positivas fueron resembradas en placas de medio LB con
carbenicilina (100ul/ml), de donde fueron cosechadas para preparar viales de caldo LB con
glicerol para su almacenaje a -70°C hasta su uso.
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6.10 Andlisis in silico de las proteinas

Se utilizaron las secuencias reportadas en el GenBank del gen pegA (locus: SEN2145B) vy el
gen stdA (locus: SEN2873) de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis P125109
(namero de acceso: AM933172.1) para obtener la secuencia de aminoacidos. Se guardaron en
formato FASTA para su posterior analisis.

Se determing la estructura 3D de StdA y PegA y su porcentaje de homologia entre ellas. la
secuencia de cada una de las proteinas se aline6 empleando el servidor BLAST,
(www.ncbi.nlm.nih. gov/BLAST).

También se llevo a cabo la prediccidn de plegamiento con las secuencias de aminoécidos para
la proteina PegA (GenBank: AM933172.1) en el servidor para modelado por homologia
estructural de proteinas SWISSMODEL disponible en https://swissmodel.expasy.org/.

6.11 Prediccion de epitopos de las proteinas StdA y PegA

Se realiz6 la prediccion de epitopos lineales, enviando las secuencias de las proteinas StdA y
PegA a la base de datos de epitopos inmunes (IEDB) (Fleri et al. 2017 ). El umbral de analisis
se establecio con un valor predeterminado por el mismo servidor, con el cual se generé un
gréfico, donde las regiones con puntuaciones superiores al umbral indican las probabilidades
mas altas de tratarse de un epitopo.

También se llevo acabo un andlisis de accesibilidad de epitopos en el servidor BecePred. El cual
realiza sus predicciones utilizando propiedades fisicoquimicas como la hidrofilia, polaridad,
superficies expuestas y giros en la estructura polipeptidica o combinacién de propiedades (Saha
y Raghava 2004).

Posteriormente se utilizé el servidor PEP-Fold3 para predecir la estructura terciaria de los

epitopos seleccionados con mas de 5 aminoacidos y modelar las estructuras 3D para cada
epitopo (Lamiable et al. 2016 ).

VII. RESULTADOS

7.1. Determinacion del péptido sefial y disefio de iniciadores

Se utilizo el servidor SignalP 6.0 para predecir la presencia de los péptidos sefial y la ubicacion
de sus sitios de escision de ambas proteinas.

El sitio de escisién para la proteina StdA se predijo entre los residuos de aminoacidos 64y 65.
Para la proteina PegA se predijo entre la posicion 22y 23.
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SignalP 6.0 prediction: CAR33730.1 putative fimbrial subunit protein _Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis str. P12510¢
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FIGURA 8. Captura del servidor SignalP 6.0 para la prediccion del péptido sefial en la proteina PegA.
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FIGURA 9. Captura del servidor SignalP 6.0 para la prediccion del péptido sefial en la proteina StdA.

Los iniciadores quedaron en marco de lectura correcto para su expresion en el vector de
clonacion y se obtuvo las temperaturas de disociacion (Tm) que se muestran en el siguiente
cuadro, para esta verificacion se utilizd el programa SnapGene®6.1.1. La sintesis de los
iniciadores se solicitd al Instituto de Biotecnologia de la UNAM ubicado en Cuernavaca
Morelos, México.

Iniciadores para stdA

Iniciador Secuencia ™ %GC | pb
stdA F 5’ cccCCATGGGTCGATCCACCCACAG 3’ 54°C | 68% | 16
stdA R 5’ cccAAGCTTCAGGTATTTCAGGGTGTAGG 3> | 54°C | 52% | 20

CUADRO 10. Iniciadores para stdA. En rojo secuencias de reconocimiento afiadidas para ser reconocidas
por las enzimas de restriccion Ncol Y Hind Il1, en azul secuencias afiadidas para mejor actividad

enzimatica.
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Iniciadores para pegA

Iniciador Secuencia ™ | %GC | pb
pegA F 5’ cggGGTACCGCTGATGAAGATATGGGGGAA 3’ | 54°C | 68% | 21
pegA R 5’ cccAAGCTTCAGGTATTTCAGGGTGTAGG 3’ 54°C | 5206 | 22

CUADRO 11. Iniciadores para pegA. En rojo secuencias de reconocimiento afiadidas para ser reconocidas
por las enzimas de restriccion Kpn 1y Hind 111, en azul secuencias afiadidas para mejor actividad
enzimatica.

Se obtuvo la alineacién de los iniciadores en la plataforma de SnapGene® 6.1.1., con la
secuencia reportada en el NCBI/GeneBank.

(179) Haell
(244) Banl
(160) BsrFl (236) EcoP15I (550) Acul - Eco57MI Clal*® - BspDI* (554)

(149) StyI - Btgl - Ncol (222) Bpu1oI (526) Earl BIpI (587) BsaHI (653) stdA R HindIll (686 .. 705)

(0) Start (59) Asel 193 .. 208) stdA F Neol EcoRV (270) PvulIl (415) (514) NspI PstI (599) End (708)

00T

N
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FIGURA 10. Alineamiento in silico de los iniciadores para el gen stdA con la secuencia especifica de
Salmonella Enteritidis generado en SnapGene® 6.1.1

7.2 Extraccion de ADN cromosomico de Salmonella Enteritidis

FIGURA 11. ADN cromosémico de Salmonella Enteritidis. Fotografia de un gel de agarosa al 1% en TAE
1X tefiido con bromuro de etidio, donde se muestran los productos de la extraccion de ADN cromosomal de
la cepa de Salmonella Enteritidis. Carril 1: marcador Lambda DNA/Hindlll (ThermoScientific®), Carriles
2y 3: ADN de S. Enteritidis.
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7.3 Reaccion en cadena de la polimerasa

Se amplifico el gen stdA de Salmonella Enteritidis 49214 mediante PCR, obteniendo un tamaio
de producto de 531 pb. Se cuantifico la cantidad de producto obtenido de la PCR en un
espectrofotometro NanoDrop®. Se obtuvo la concentracion de 177 ng/ uL, el indice de
absorcién 260/280 con 1.83 indic6 valores 6ptimos de pureza del ADN.

Para todas las reacciones se utilizaron las mismas concentraciones de los reactivos cuadro 4.
Después de la visualizacion de los productos amplificados en gel de agarosa al 1% con TAE
1x, se determiné que 69 °C fue la temperatura de alineamiento optima.
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FIGURA 12. Izquierda: prediccion in silico en SnapGene® 6.1.1 Derecha: Fotografia de un gel de agarosa
al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio. Carril 1: marcador GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(ThermoScientific®). Carril 2: producto de PCR. Carril 3: control negativo.

7.4 Ensayo de digestidon del producto de PCR
Se realiz6 un ensayo de digestion con la enzima de restriccion EcoRV para verificar el producto

obtenido de la PCR y se compard con los resultados in silico simulados con el programa
SnapGene®6.1.1. obteniedo una banda de 444 pb y otra de 87 pb.
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FIGURA 13. Ensayo in silico e in vitro de los perfiles de restriccion del gen stdA digerido con ECoRV.
Izquierda: prediccion in silico en SnapGene®6.1.1 Derecha: Fotografia de un gel de agarosa al 1% en TAE
1X tefiido con bromuro de etidio. Carril 1: Marcador GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(ThermoScientific®). Carril 2: producto de PCR. Carril 3 y 4: Producto digerido con la enzima EcoRV.

7.5 Clonacion del gen stdA en el plasmido pCR™2,1-TOPO

Se realizo la PCR de colonia y los resultados mostraron que 6 colonias fueron positivas a la
presencia del gen stdA. Las cuales se resembraron en agar LB con carbenicilina.

1234567 891011121314

FIGURA 14 . Fotografia de un gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio. Carril 1:
marcador GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (ThermoScientific®). Carril 2,3,4,9 y 11 clonas positivas del
plasmido pCR™2,1-TOPOstdA. Carril 12: Control positivo. Carril 14 control negativo.
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7.6 Extraccién del plasmido pBAD/Myc-His A

Se extrajo el vector de clonacion pBAD/Myc-His A de la cepa de E. coli BL21 mediante el
procedimiento de lisis alcalina y se realizo su electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE
para visualizarlo. Se cuantifico en un espectrofotometro NanoDrop®. Obteniendo la
concentracion de 526.7 ng / pl, el indice de absorcion 260/280 con 1.81 indico valores 6ptimos
de pureza del ADN.

FIGURA 15. Izquierda: prediccion in silico en SnapGene® 6.1.1 Derecha: Fotografia de un gel de agarosa
al 1% en TAE 1X. Carril 1: marcador Lambda DNA/Hindlll (ThermoScientific®). Carril 2: pBAD Myc-
His A superenrrollada.

7.7 Ensayo de restriccion pBAD/Myc-His A

El plasmido pBAD/Myc-His A se verifico realizando un ensayo de restriccion con la enzima
EcoRV linealizandolo con un peso de 4094 pb y una doble digestién con las enzimas ECORV
y Sall generando dos fragmentos, uno de 3064 pb y el otro de 1030pb.
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FIGURA 16. Ensayo de digestion enzimatica del vector pBAD/Myc-His A. Izquierda: prediccion in silico
en SnapGene® 6.1.1 Derecha: Fotografia de un gel agarosa al 1% en TAE 1X tenido con bromuro de etidio
Carril 1: marcador 1kb Plus DNA Ladder (ThermoScientific®). Carril 2: pBAD Myc-His A superenrrollada
Carril 3: pPBAD Myc-His A digerido con EcoRV Carril 4: pBAD Myc-His A digerido con EcoRV vy Sall.

7.8 Preparacion de células electrocompetentes y electroporacion

Se obtuvieron células electrocompetentes de E.coli BL21 para ser utilizadas en la
transformacion con el vector pBAD Myc-His A. Se almacenaron en ultracongelacién a -70°C
hasta su uso.

La cepa de E.coli BL21 transformada con el vector pBAD Myc-His A fue sembrada en agar
LB con ampicilina a una concentracion de 100ug/ml , se obtuvieron aproximadamente 50
clonas con resistencia a ampicilina.

7.9 Alineacion de aminoacidos de las proteinas StdA y PegA

Los resultados de alineacion de aminoacidos entre ambas proteinas, mostraron una homologia
del 23 % de identidad.
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ANF20100.1 fimbrial protein StdA [Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis]
Sequence ID: Query_25092 Length: 193 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 190 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps

32.0 bits(71) 4e-06 Compositional matrix adjust. 45/195(23%) 80/195(41%) 26/195(13%)

Query 1 MKRSLIAASVLSAVFMSAGVFAADEDM ===~~~ GELKINGEVVGTSCTF-EGANSATIEL 53
Sbjct 1 .RNKI.L.MAAAGMMYG.S.Y.V.PPTAGPFGS.KITFT.TITNSP.DIAP.DDAI.VPF 60

Query 54 SQVGVDRLTDLNPGDIYTGYTSPEAILKVRCTNTANPRISFNRSQFVDNMQITKNNATNN 113
Sbjct 61 G.ISYRK.-~~.TA.AT.-ESK.FT.HLON.AFDP.TPDTAGSAGKMSKVTVSFSG.A.T 116

Query 114 Ge=====- AGFAVYLDGIQV-KPDEAGNYTLNS = ====== SKFENGVYTLNFSARYAAVEN 159
Sbjct 117 SKKAYTTS.I.QHV-.V.LL.S.N.TIIDP.TPMPDGDAQQLOA.NNE...F..LI.LD. 175

Query 160 TVTPGSVESVLTMTV 174
Sbjct 176 G....DFNASV.Y.L 190

23 % de identidad

FIGURA 17. Alineacion de aminoacidos de las proteinas StdA y PegA en el servidor BLAST (letras negra
corresponden a la secuencia de la proteina PegA y letras rojas a la secuencia de la proteina StdA).

7.10 Prediccién de plegamiento de PegA y StdA

El servidor SWISS-MODEL permiti6 generar un modelo por homologia de las proteinas
StdA y PegA, con un porcentaje de identidad del 39.6 % en StdA y 22.6 % en PegA en su
secuencia de aminoacidos , extrapolando la informacion experimental de la biblioteca de
estructuras de proteinas relacionadas evolutivamente del servidor SWISS-MODEL.

FIGURA 18. Prediccion de plegamiento de la proteina PegA generado en el servidor SWISS-MODEL.
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FIGURA 19. Prediccion de plegamiento de la proteina StdA generado en el servidor SWISS-MODEL.

7.11 Prediccion in silico de epitopos de las proteinas StdA y PegA

PegA
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FIGURA 20. Prediccion de epitopos de la proteina PegA en el sevidor Bepipred 2.0. En amarillo se muestran
las regiones con puntajes superiores al umbral de 0.5 definiendose como epitopos. ElI umbral de 0.5
corresponde a una sensibilidad del 58% y una especificidad del 57% aproximadamente. Si el umbral
aumenta, la sensibilidad disminuye mientras que la especificidad aumenta ( Jespersen et al., 2017).
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N | Comienz | Fina Epitopo Longitu
0 0 I daa
1 53 87 | LSQVGVDRLTDLNPGDIYTGYTSPEAILKVRCTN 35

T
2 95 113 NRSQFVDNMQITKNNATNN 19
3 123 145 GIQVKPDEAGNYTLNSSKFENGV 23

CUADRO 12. Prediccion de epitopos de la proteina PegA en el sevidor BepiPred 2.0. Se muestra la
secuencia de aminoacidos y posicion dentro de la proteina de los epitopos definidos.

MKRSLIAASVLSAVEFMSAGVEFAADEDMGELKINGEVVGTSCTFEGANSATIE
LSQVGVDRLTDLNPGDIYTGYTSPEAILKVRCTNTANPRISENRSQEVDNMO

ITKNNATNNGAGFAVYLDGIQVKPDEAGNYTLNSSKFENGVYTLNEFSARYAA
VENTVTPGSVESVLTMTVLTD

CUADRO 13. Prediccion de accesibilidad de epitopos de la proteina PegA . Los epitopos de linfocitos B
pronosticados se muestran en color azul y subrayados. umbral respectivo: 1.9 (obtenido con BcePred).
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FIGURA 21. Prediccion de epitopos de la proteina StdA en el sevidor BepiPred 2.0. En amarillo se
muestran las regiones con puntajes superiores al umbral de 0.5 definiendose como epitopos.
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No | Comienzo | Final Epitopo Longitud
4 62 77 QISYRKLNTADATTES 16
5 88 104 AFDPNTPDTAGSAGKMS 17
6 111 127 SGAANTSKKAYTTSGIA 17
7 139 162 NATIIDPNTPMPDGDAQQLQAGNN 24

Cuadro 14. Prediccién de epitopos de la proteina StdA en el sevidor BepiPred 2.0. Se muestra la
secuencia de aminoacidos y posicion dentro de la proteina de los epitopos definidos.

MRNKIILAMAAAGMMYGASVYAVDPPTAGPEFGSGKITEFTGTITNSPCDIAP
GDDAITVPEFGOISYRKLNTADATTESKPEFTIHLONCAEFDPNTPDTAGSAGK

MSKVTVSEFSGAANTSKKAYTTSGIAQHVGVQLLKSDNATITDPNTPMPDGD
AQOLOAGNNELNFFARLIALDNGVTPGDENASVTYTLKYL

CUADRO 15. Prediccion de accesibilidad de epitopos de la proteina StdA . Los epitopos de linfocitos B
pronosticados se muestran en color azul y subrayados. Umbral respectivo: 1.9 (obtenido con BcePred).
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FIGURA 22. Modelado 3D de los epitopos seleccionados de la proteina PegA generados en el servidor
PEP-Fold3, en la parte superior de cada modelo se muestra su secuencia de aminoacidos.
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FIGURA 23. Modelado 3D de los epitopos seleccionados de la proteina StdA generados en el servidor
PEP-Fold3, en la parte superior de cada modelo se muestra su secuencia de aminoacidos.

VIII. DISCUSION

La salmonelosis es una de las enfermedades zoon6ticas mas importantes y se transmite a los
humanos a través de alimentos crudos de origen animal. Los huevos contaminados son una de
las principales fuentes de infecciones humanas por Salmonella spp. siendo un problema y
desafio para las autoridades de salud publicay las industrias del huevo en todo el mundo (Gast
atal., 2021). Los huevos pueden contaminarse con Salmonella spp. en su superficie externa de
la cascara e internamente. La contaminacion directa del contenido del huevo puede deberse a
la infeccidn de los 6rganos reproductivos del ave antes de la oviposicion, o ser el resultado de
la penetracidn a través de la cascara del huevo (Gantois at al., 2009), lo cual fue estudiado por
Padrén en 1990 quien rociando huevos con Salmonella Typhimurium demostré la capacidad
de la bacteria de penetrar huevos intactos. Las aves infectadas con la mayoria de las
serovariedades de Salmonella spp. no muestran signos clinicos de la enfermedad, lo que
dificulta el diagndstico en la granja.

El primer paso de la patogenia de Salmonella Enteritidis implica la adherencia de la bacteria a
las células huésped, que estd mediada por fimbrias que son proteinas que se proyectan desde la
superficie bacteriana y hacen el primer contacto interactuando con receptores especificos. El
genoma de Salmonella spp. posee una extensa diversidad fimbrial. La mayoria de las fimbrias
centrales pertenecen al clado y al cual pertence el operon peg lo que destaca el potencial de este
clado para la adaptabilidad, supervivencia e infeccién de Salmonella spp. (McClelland et al.,
2001). Por otro lado el operon std codifica fimbrias del clado n, que tienen la capacidad de
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unirse residuos de fucosa a-1,2 terminales (Chessa et al., 2009) estas fimbrias facilitan que
Salmonella spp. se establezca en el intestino grueso que esta altamente fucosilado (Suwandi et
al., 2019). Sin embargo estas fimbrias no se expresan o tienen una débil expresion cuando
Salmonella spp. se cultiva en condiciones de laboratorio. En 2013 Kréger y cols. compararon
22 condiciones tratando de simular las sefiales ambientales presentes en la infeccion in vivo
por Salmonella spp. y mediante un analisis basado en ARN-seq, revelaron gque la expresion de
los operones fimbriales estaban ausentes o deficientemente expresados. Debido a esta razon el
estudio de estas fimbrias se ha visto limitado. Sin embargo Chessa y sus colegas en 2008
lograron la expresion fimbrial del operdn std mutando los genes dam y rosk de regulacion
negativa.

En el presente trabajo se realizd la amplificacion y clonacion del gen stdA de Salmonella
Enteritidis 49214 en el plasmido comercial pCR2.1 TOPO para su posterior subclonacion en
el vector de expresion pBAD Myc-His A. Se aprovecharon las herramientas bioinformaticas
para comprender y determinar mejor la estructura tridimensional de StdA y PegA y sus residuos
funcionales para la seleccidn de epitopos, asi como determinar el porcentaje de homologia entre
estas dos proteinas.

La precision que poseen estas herramientas predictivas es cuestionable, ya que predecir
epitopos solo a partir de las secuencias de antigenos se le considera una tarea compleja , sin
embargo la informacion obtenida puede ser utilizada para descartar regiones con alta
probabilidad de que no sean epitopos (Jespersen et al., 2017). Estas herramientas ya han sido
utilizadas para el estudio de proteinas fimbriales en bacterias, obteniendo resultados favorables
en la basqueda de epitopos para linfocitos B (Zargaran et al., 2021).

El péptido sefial es uno de los elementos mas importantes que interviene en las etapas del
proceso de secreciony rendimiento de las proteinas (Khatami et al., 2020). Se encarga de dirigir
a las proteinas recién sintetizadas hacia la via secretora, por lo que localizar su sitio de escision
permite mejorar la secrecién de la proteina en el sobrenadante del cultivo. En este trabajo se
utilizé el servidor SignalP 6.0 para predecir la presencia del péptido sefial y los sitios de
escision en las proteinas PegA y StdA. La prediccion generada revel6 la presencia del péptido
sefial entre los aminoacidos 64 y 65 en la proteina StdA y entre los aminoacidos 22 'y 23 en la
proteina PegA. Con esta informacion se disefiaron los iniciadores eliminando la secuencia
correspodiente al péptido sefial.

Se indentificaron los epitopos de linfocitos B de las proteinas StdA y PegA de Salmonella
Enteritidis. Este tipo de epitopos pueden ser lineales o conformacionales. Los epitopos lineales
son secuencias de aminodacidos continuos en la secuencia de la proteina. Los epitopos
conformacionales son residuos de aminoacidos que pueden estar separados en la secuencia
primaria de la proteina, pero que se acercan fisicamente mediante el plegamiento de la proteina
(ElI-Manzalawy et al., 2017).

La prediccidn de epitopos de células B de ambas proteinas dié como resultado 3 epitopos en
PegA 'y 4 en StdA (Cuadro 12 y 14). En cuanto a los resultados de prediccion de la estructura
3D de los epitopos de la proteina PegA reveld6 que el epitopo
LSQVGVDRLTDLNPGDIYTGYTSPEAILKVRCTNT se compone de una estructura
principal de hoja B plegada, mientras que los epitopos NRSQFVDNMOQITKNNATNN vy
GIQVKPDEAGNYTLNSSKFENGV se componen principalmente de hélices a (Fig. 22).

Los epitopos de la proteina StdA QISYRKLNTADATTES, SGAANTSKKAYTTSGIA y
NATIIDPNTPMPDGDAQQLQAGNN muestran una estructura compuesta por hélices a y
AFDPNTPDTAGSAGKMS posee una estructura mas sencilla carente de hoja B plegada y
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hélices a. Las hélices a y hojas B plegadas son conformaciones que confieren a las epitopos
estabilidad estructural.

La prediccidn de accesibilidad de epitopos de la proteina StdA y PegA fue obtenida mediante
el servidor BcePred (Cuadro 13 y 15) que se basa en el método de Emini donde la probabilidad
de superficie de un hexapéptido superior a un umbral de 1.0 predice que la secuencia tiene una
mayor probabilidad de ser encontrado en la superficie (Emini et al., 1985).

Los epitopos QISYRKLNTADATTES, SGAANTSKKAYTTSGIA
NATIIDPNTPMPDGDAQQLQAGNN vy  AFDPNTPDTAGSAGKMS  obtuvieron
puntuaciones por encima del umbral para el método de prediccidn en la proteina StdA, en
cuanto a la proteina PegA los datos mostrados indican que su epitopo
LSQVGVDRLTDLNPGDIYTGYTSPEAILKVRCTNT posee dos regiones que superan el
umbral siendo estas DRLTDLNP 'y YTGYTSPEA, sus otro epitopos
NRSQFVDNMQITKNNATNN y GIQVKPDEAGNYTLNSSKFENGV se encuentran por
encima del umbral y por lo tanto deberian poseer una mayor accesibilidad.

La estructura tridimensional de las proteinas nos permite obtener informacién valiosa sobre la
funcion de estas, ya que la exposicion y accesibilidad de los epitopos son factores importantes
que facilitan que ocurra la unién del anticuerpo con su antigeno especifico, al igual que la carga
presente en cada aminoacido, que estd conferida por el arreglo proteico de plegamiento hacia
el interior de todos aquellos aminoacidos hidrofobicos y hacia la superficie todos aquellos
hidrofilicos (Kauzmann 1959).

La identificacion de homologia entre proteinas toma un papel cada vez mas importante para
Ilevar acabo estudios funcionales, estructurales y evolutivos de las proteinas. Muchas proteinas
homologas se separaron hace mucho tiempo durante su historia evolutiva y comparten una baja
identidad de secuencia (Wan y Xu 2005). El porcentaje de identidad que se obtuvo de la
alineacion de aminoacidos entre las proteinas StdA y PegA fue de 23% y justifica el
planteamiento de que las proteinas no son homologas ya que la regla general es que dos
secuencias son homologas si son mas del 30% identicas en toda su longitud (Pearson 2013).
Esto sugiere que la adquisicion de ambos genes fue posterior a la divergencia de las subespecies
de Salmonella enterica. Dos proteinas pueden estar separadas por mucho tiempo de evolucion,
y su relacion evolutiva puede ser complicada de detectar, sugiriendo una amplia distancia
evolutiva entre ellas (Arteaga et al., 2013).

La comprension de la expresion fimbrial en respuesta a diferentes sefiales ambientales sigue
siendo escasa. Es necesario estudiar los mecanismos reguladores transcripcionales y
traduccionales para identificar la sefiales del huesped que controlan la expresion de las
diferentes fimbrias.

Investigaciones futuras permitirian generar posibles candidatos vacunales dirigidos a los
epitopos fimbriales como blancos y disminuir con ello la adherencia de las bacterias. Se
propone realizar una bulsqueda de homologia entre otras proteinas de diferentes
microorganismos para determinar las capacidades inmunogénicas hacia otras serovariedades
de Salmonella. Asi como la obtencién de las proteinas StdA y PegA con la finalidad de buscar
la implementacion de pruebas diagndsticas y eventualmente el disefio de inmundgenos que
permitan controlar las infecciones causadas por esta bacteria.
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IX. CONCLUSIONES

1- Se obtuvo el modelo 3D de las proteinas PegA y StdA y de sus epitopos seleccionados,
obteniendo informacion sobre la exposicion y accesibilidad de los epitopos.

2- Se alinearon las secuencias de aminoacidos de las proteinas PegA y StdA , y se encontrd
gue no existe una similitud significativa que indique homologia en la secuencia de aminoacidos
0 nucleotidos.

3- Se estandarizaron las condiciones de la PCR para la amplificacion gen stdA y pegA de
Salmonella Enteritidis.

4- Se obtuvo la prediccién de la secuencia de aminoéacidos de los epitopos lineales de linfocitos
B de las proteinas StdA y PegA.

X. PROSPECTIVAS
1- Generar los antisueros especificos contra las proteinas StdA y PegA.

2- Encontrar los reguladores transcripcionales y traduccionales que permitan la expresion
fimbrial 6ptima de los operones std y peg en condiciones in vitro.

3- Sintetizar péptidos recombinantes apartir de las secuencias de los epitopos predichos y
evaluar sus propiedades inmunogénicas.

4- Determinar los epitopos criticos de las proteinas StdA y PegA mediante biopanning y
comparar los resultados con los obtenidos in silico.

5- Seguir en la busqueda de adhesinas fimbriales clave en la invasion y colonizacion de
Salmonella spp.
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Anexo 1:

Revision del “Estado del arte” en fimbrias como
herramientas de diagnéstico e inmunizacion

45



Introduccion

La adhesion es el primer paso crucial en la colonizacion de bacterias comensales y patdgenas
(De Greve et al., 2007). La mayoria de estas bacterias lo consiguen expresando moléculas
adhesivas en sus superficies que promueven la interaccion con receptores de la célula huésped
(Kline et al., 2009). Estas adhesinas conforman apéndices filamentosos ensamblados a partir
de subunidades de proteinas, las cuales fueron denominadas con el nombre de fimbrias por
Duguid y cols. en 1955. Posteriormente Brinton en 1959 les asign6 el nombre de pili, aunque
ambos términos pueden ser utilizados como sinénimos (Duguid y Anderson 1967) en este
trabajo se utilizara el término fimbria ya que en 1975 Ottow sugirié que el término pili se
reservara para las estructuras involucradas en la transferencia de material genético durante la
conjugacion bacteriana y fimbrias para las estructuras involucradas en la adhesion, ademas el
término fimbria se usa con frecuencia para describir a los pili cuya funcion se dedica a unir
bacterias a una superficie celular o inerte (Pizarro-Cerda y Cossart 2006).

Muchos géneros y especies diferentes de la familia de las enterobacterias poseen fimbrias
(Duguid y Old 1980), que les facilita la union al epitelio intestinal y urinario (O'Hanley et al.,
1985). Durante los ultimos 30 afios se han logrado avances en el conocimiento de las
infecciones gastrointestinales y urinarias mediadas por bacterias fimbriadas, lo que ha
permitido desarrollar y aplicar pruebas de diagnostico basadas en la deteccion de fimbrias o
anticuerpos especificos contra ellas. Las fimbrias poseen propiedades inmunogénicas que
pueden ser utilizadas en la creacion de vacunas con base en antigenos fimbriales (Gorringe y
Vaughan 2014; Karan et al., 2021). El uso de anticuerpos para alterar las propiedades fisicas
de las fimbrias puede ser aplicable a gran cantidad de bacterias que dependen de estas
moléculas de adhesién como factor de virulencia. La intencion del presente trabajo es resaltar
la importancia del estudio de las fimbrias como herramientas de diagnostico e inmunizacion.

Caracteristicas generales de las fimbrias

Las fimbrias una vez adheridas, pueden aumentar varias veces su longitud
original, experimentos que caracterizan el comportamiento de estrés y deformacion de las
fimbrias fueron informados por Chen et al., en 2011 y Forero et al., en 2006.

Esta interaccion mediada por fimbrias con el huésped provoca respuestas inmunitarias tanto
innatas como adaptativas (Blomfield y van der Woude 2007). Esta respuesta inmune provocada
contra los antigenos fimbriales puede ser la razén por la que la expresion de las fimbrias se
regula cominmente por variacion de fase (Humphries et al., 2001), en la que las células
individuales son capaces de cambiar entre estados fimbriados y afimbriados para producir una
poblacion mixta. La variacion de fase de las fimbrias se regula principalmente por mecanismos
que afectan la transcripcion que se origina en el promotor del operdn, lo que da como resultado
una expresion variable de la mayoria o de todos los genes del operén fimbrial (Low et al.,
1996), provocando la expresion fimbrial en solo una fraccion de las células bacterianas
presentes en un cultivo (Humphries et al., 2001).

A diferencia de los pili, las fimbrias son bastante numerosas, con aproximadamente 1000

apéndices fimbriales por célula bacteriana (Jin y Marshall 2020). Lo que representa un gasto
energético importante en la fisiologia de la bacteria (Westerlund y Korhonen 2005).
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Estudios experimentales han demostrado que las fimbrias juegan un papel critico en la
formacion de biopeliculas en algunas bacterias, esto depende tanto del tipo de bacteria como
del tipo de fimbrias (Hancock et al., 2011). Las fimbrias median interacciones interbacterianas,
lo que facilita la formacion de estas biopeliculas (De Greve et al., 2007) y contribuyen a
infeccidnes persistentes al permitir que las bacterias evadan el sistema inmunoldgico y
afectando el transporte de antibidticos (Tokuda et al., 2010; Pereira et al., 2007).

Esquemas de clasificacion de las fimbras

Los esquemas de clasificacion de las fimbrias han sufrido modificaciones a través de los afios.
Desde su primera descripcion, se han identificado fimbrias en un gran nimero de géneros y
especies bacterianas motivando esfuerzos para desarrollar mejores esquemas de clasificacion.
En un inicio se buscé agrupar a las fimbrias en funcion de sus carateristicas morfoldgicas y
funcionales.

En un principio Houwink y Van Iterson en 1950 observaron y reconocieron por primera vez
filamentos proteicos no flagelares en la superficie de células de Escherichia coli por
microscopia electronica. Mas tarde en 1955 Duguid y cols. describieron la presencia de
apéndices filamentosos que permitieron a E.coli unirse y aglutinar eritrocitos y acufi¢ el
término fimbria.

Fue hasta 1959 que Duguid propuso un esquema de clasificacion basado en la morfologia y el
potencial de hemaglutinaciéon con siete tipos de fimbrias que van del 1 al 6 y F. Esta
clasificacion define a las fimbrias tipo 1 como adhesinas mediadoras de la hemaglutinacion
sensible a manosa. Se encuentran en la mayoria de las cepas de enterobacterias (Brinton 1965),
permitiéndoles adherirse a células fungicas, vegetales y animales, incluidos eritrocitos (Duguid
et al., 1955). A menudo son denominadas fimbrias comunes y se encuentran en la mayoria de
las cepas de E. coli, se ha estimado que son producidas por el 70% de las cepas de tipo silvestre
(Duguid et al., 1979). Tienen una variacion de fase mediada por un elemento de ADN
invertible, un interruptor fim (Klemm y Schembri 2000a). Existe una variabilidad serologica
significativa entre las subunidades fimbriales de tipo 1 entre los diferentes géneros de la familia
Enterobacteriaceae, y también se ha demostrado una heterogeneidad significativa dentro de las
secuencias de ADN que codifican las fimbrias tipo 1. Las fimbrias tipo 2 son expresadas por
Salmonella enterica serovariedad Gallinarum y no median la hemaglutinacion, pero son
morfolégicamente similares a las fimbrias tipo 1. Las fimbrias tipo 3 estan presentes en la
mayoria de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae y median la adhesién a varios tipos de
células in vitro (Hornick et al., 1992; Tarkkanen et al., 1990), son capaces de hemaglutinar
eritrocitos tratados con &cido tanico y son resistentes a manosa, aln no se ha identificado su
tipo de receptor. Este tipo de fimbrias no se han asociado con E. coli, sin embargo dos
estudios independientes informaron por primera vez , la expresion de fimbrias tipo 3 en cepas
de E. coli codificadas por plasmidos conjugativos (Ong et al., 2008; Burmolle et al., 2008).
Las fimbrias tipo 4 participan en la union a tejidos epiteliales y translocacion de superficie
independiente de flagelos denominada motilidad de espasmos (Bradley 1980). Las fimbrias
tipo 5y 6 se refieren a estructuras superficiales detectadas en especies de Pseudomonas y
Klebsiella. Las fimbrias tipo F participan en la conjugacion, siendo descritos en 1964 en E.coli
(Broda et al., 1964).

Més tarde la clasificacion de las fimbrias se llevé a acabo en funciéon de su capacidad
hemaglutinante en humanos de diferentes grupos sanguineos en presencia o0 ausencia de
manosidos. Los receptores fimbriales han sido estudiados en glébulos rojos de diversas
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especies animales (Bijlsma y Frik 1987; Burrows et al., 1976). La especificidad de estos
receptores a permitido la clasificacion basada en la naturaleza quimica de las sustancias
receptoras. Su presencia y densidad en células eucariotas es un determinante clave de la
adhesién de patdgenos bacterianos (De Greve et al., 2007). Por ejemplo existen fimbrias que
reconocen residuos de manosa y son conocidos como fimbrias M, si reconocen galactosa son
nombradas fimbrias G o carbohidratos de acido sialico como fimbrias S, sin embargo esta
clasificacion resulta confusa, ya que las fimbrias asociadas a cepas uropatdgenas ya estan
designadas de acuerdo con los antigenos del grupo sanguineo que reconocen, por ejemplo las
fimbrias P que interactuan con antigenos del grupo sanguineo P. Las fimbrias de la familia
Enterobacteriaceae divididas en dos clases principales basadas en si son sensibles a manosa o
resistentes a manosa (Salit y Gotschlich 1977).

En 1975 Ottow propuso un esquema de clasificacion que abordaba seis grupos de fimbrias con
base en su morfologia, disposicion y propiedades adhesivas. Solamente ciertas partes de las
clasificaciones de Duguid y Ottow han perdurado a lo largo de los afios. Como la fimbria tipo
1, clasificacion designada por Duguid, de fimbrias que participan en la hemaglutinacion
sensible a manosa. La designacion de Grupo 4 de Ottow ha cambiado a fimbrias tipo IV, para
las fimbrias que median la motilidad de contraccion y son capaces de extenderse y retraerse.

Existe una propuesta de clasificacion de las fimbrias basada en sus didmetros por Paranchych
en 1988 pero la extensa variedad de didametros reportada para un mismo tipo fimbrial la hace
un parametro poco fiable para la clasificacion. EI uso de criterios arbitrarios como la
morfologia y caracteristicas funcionales para clasificar las fimbrias, complica conocer la
ubicacion dentro del esquema de clasificacion.

Han surgido sistemas de clasificacion adicionales basados en serologia (Orskov y Orskov
1990). Estos esquemas han sido Utiles para clasificar la variedad de antigenos de fimbrias
expresadas por E. coli. La relacion serologica fimbrial entre serotipos del mismo género y entre
géneros de la familia Enterobacteriaceae se determind mediante procedimientos de
aglutinacién y absorcion. Se encontré que las fimbrias de diferentes serotipos del mismo
género y entre los géneros Escherichia, Shigellay Klebsiella, Salmonella y Citrobacter estaban
relacionadas antigénicamente (Nowotarska et al., 1977). La variacion serologica de las
fimbrias esta dada por la estructura de la subunidad principal, una pequefia variacion de
secuencia en la subunidad adhesiva puede tener impacto sobre la union, la identidad seroldgica
y la funcion bioldgica pueden variar independientemente (Westerlund y Korhonen 2005).

Orskov y sus cols. en 1977 sugirieron clasificar las adhesinas de E. coli segun sus propiedades
antigénicas. Se ha introducido una clasificacion seroldgica de las fimbrias con base en la
inmunoelectroforesis cruzada. En este esquema, incluye las fimbrias de E. coli de forma
independiente de la especificidad del receptor y se denominan de F1 a F13 (Fl se subdivide en
antigenos FI A, FI B y FI C35 y antigeno Fy) (Orskov y Orskov 1983). La
inmunoelectroforesis cruzada consiste en la separacion de la mezcla de proteinas a analizar por
electroforesis en un gel de agarosa para su posterior electroforesis de las proteinas separadas
en angulo recto en una agarosa que contiene anticuerpos. Cada proteina separada durante la
primer electroforesis forma un pico de precipitacion separado durante la segunda electroforesis
(Laine 1992).

Mas tarde surgié una clasificacion basada en la arquitectura de las fimbrias, la cual las

clasifica en homopoliméricas y heteropoliméricas. Las fimbrias heteropoliméricas poseen una
punta distal flexible y se componen de varias subunidades de diferente estequiometria como
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las fimbrias de tipo 1 y fimbrias P. Este tipo de fimbrias son "monoadhesivas” ya que la
subunidad de adhesina esta presente en una sola copia en la parte mas distal de la punta. Las
fimbrias homopoliméricas estan compuestas por una sola subunidad incorporada de forma
multiple y estdn menos estructuradas en comparacion con las fimbrias heteropoliméricas. Son
delgadas y se asemejan a la punta distal de las de tipo heteropolimérica. La subunidad
homopolimérica también funciona como adhesina, siendo "poliadhesivas” por ejemplo las
fimbrias Dry AFA-III (Zavialov et al., 2010).

La clasificacion de las fimbrias es el resultado de una combinacion de genética, bioquimica y
estructura gque ha llevado a una clasificacion basada en los sistemas de secrecion y ensamblaje
involucrados en su biogénesis (Fronzes et al. 2008). Aunque existan diversos esquemas de
clasificacion como los antes mencionados, el mejor criterio para la clasificacion se conoce
como raices y propiedades filogenéticas (Nuccio y Baumler 2007 ).

Las fimbrias como herramientas de diagnéstico e inmunizacion

Las fimbrias son inmunogénicas generando respuestas inmunitarias humorales y mediadas por
células (Levine etal ., 1994). Su interaccion continua con defensas del huésped las ha sometido
a una fuerte presion selectiva, con equilibrio entre la necesidad funcional y la maxima
diversidad inmunologica (Kleem 1985).

Existe una gran variedad de antigenos fimbriales diferentes, dentro de la familia de las
enterobacterias y muchas reacciones cruzadas entre fimbrias de diferentes géneros, ademas
pueden contener varios dominios de epitopos separados. En estudios que utilizaron aislados
clinicos de Neisseria (Brinton et al., 1982) asi como de E. coli (Gillies y Duguid 1958) (Rene
et al., 1982), los anticuerpos generados contra las fimbrias de un serotipo, mostraron una débil
reaccion cruzada con las fimbrias de otros serotipos, lo que indica la presencia de epitopos
compartidos.

Una misma cepa bacteriana puede poseer varios antigenos fimbriales simultaneamente siendo
esta variacion antigénica un atributo importante que les permiten evadir las defensas del
huésped (Klemm 1985). Existen regiones hipervariables, de donde aparece esta variacion
antigenica como las fimbrias F4 y fimbrias P, que muestran variaciones que implican
inserciones y deleciones, asi como cambios en una sola base en regiones especificas del gen
estructural (Hagblom et al., 1985) .

En un inicio se pensaba que las fimbrias eran antigenos capsulares y eran denominados con la
letra K més tarde para evitar que se confundieran ambos antigenos, los antigenos K88, K99 y
987P se denominaron antigenos F4, F5 y F6 respectivamente en la nomenclatura de antigenos
fimbriales de E. coli (Orskov y Orskov 1983). Estos antigenos fimbriales son diferentes
antigénicamente e importantes en cepas de Escherichia coli enterotoxigénica porcina. Los
antigenos F5 y F41 también actian como antigenos adhesivos en cepas de Escherichia coli
enterotoxigénica bovinas y ovinas (Gaastra y Graaf 1982).

El primer antigeno adhesivo descrito en cepas aisladas de Escherichia coli fue el antigeno F4
(Orskov et al., 1961) y se demostrd una asociacion entre las cepas que lo expresan con una
mejor capacidad de proliferar en intestino delgado (Moon et al.,1980) también se ha visto que
en cepas de Escherichia coli enterotoxigénica son antigenos fuertemente inmunogénicos que
pueden usarse para producir inmunidad (Bakker et al.,1990).
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Afos més tarde Vazquez y cols. en 1996 describieron el desarrollo y evaluacion de un método
ELISA para la deteccion y cuantificacion de anticuerpos IgG especificos contra el antigeno
fimbrial F4 de E. coli enterotoxigénica porcina, para determinar la eficacia de los programas
de vacunacion. Demostraron que era un método especifico y reproducible para la deteccion de
anticuerpos 1gG anti F4. Los resultados con sueros porcinos mostraron que el método es Util
para estudios epidemioldgicos sobre la potencia de las vacunas contra la colibacilosis porcina,
debido a que mientras mas elevados los niveles de este anticuerpo se relacioné con una menor
incidencia de diarrea causada por este agente.

Por otro lado, las cepas de E. coli uropatdgenas expresan fimbrias P (Vaisanen et al., 1981)
que reconocen como receptor al disacérido o -D-Gal- (1-4) -B-D-Gal (Gal-Gal) en células
uroepiteliales (Leffler y Svanborg-Edén 1980). Estas fimbrias P difieren en los pesos
moleculares de sus proteinas subunitarias (Jann et al., 1981) y en sus propiedades seroldgicas
(Orskov y Orskov 1983), sus varios serotipos diferentes y sus diferencias seroldgicas son
resultado de la variacion estructural dentro del dominio central de la subunidad principal (Lund
et al., 1988).

Las fimbrias P y las fimbrias tipo 1 actGan en conjunto para facilitar la colonizacién, y enfrentar
obstaculos como el flujo urinario. De esta manera, también juegan un rol en la infeccion del
riidn (Melican et al., 2011). Se ha demostrado que las fimbrias P utilizan la via dependiente
de receptores Toll tipo 4 para desencadenar inflamacién de mucosa (Frendéus et al., 2001),
induciendo la secrecion de citocinas por las células uroteliales y reclutamiento de neutrofilos a
superficies mucosas para la eliminacién de bacterias (Svanborg et al., 2006).

Parry y cols. en 1982 informaron siete determinantes antigénicos diferentes en fimbrias de E.
coli uropatdégena mediante el uso de una prueba de aglutinacién en portaobjetos y los
designaron de la “a” a la “g”. Un afio después Orskov y Orskov en 1983 distinguieron ocho
fimbrias serologicamente diferentes en aislados clinicos de E. coli uropatogena utilizando
técnicas de inmunoelectroforesis cruzada y propusieron que estas fimbrias se denominaran
antigenos F (F7 a F12).

Para la clasificacion de las fimbrias P, Orskov y Orskov en 1983 utilizaron antisueros
policlonales con la desventaja de no ser especificos para cada tipo de fimbria P, como demostro
de Ree et al. 1986 en estudios ELISA. Sin embargo pudieron utilizar estos antisueros
policlonales en inmunoelectroforesis cruzada e inmunoelectroforesis de linea cruzada para
discriminar entre fimbrias serolégicamente diferentes. Este esquema de tipificacion de las
fimbrias P se amplié mediante la clasificacion de las fimbrias asociadas a pielonefritis como
fimbrias F13 (Lund et al., 1988).

En 1986 de Ree y cols. analizaron anticuerpos monoclonales contra siete fimbrias P de E. coli
uropatdgena seroldgicamente diferentes (F7 (1), F7 (2), F8, F9, F11, F12 y F13) con la
intencion de determinar su capacidad de deteccion de estas fimbrias en animales silvestres.
Compararon tres métodos diferentes: una prueba de aglutinacion en placa, una prueba de
coaglutinacion con Staphylococcus aureus como portador de anticuerpos monoclonales y una
prueba ELISA con bacterias completas como antigeno. Una comparacion de estos tres métodos
demostr6é que mediante ELISA de bacterias completas era el mejor método para la deteccion
de fimbrias P y se extendio la posibilidad de realizar estudios epidemiolédgicos sobre la
distribucion de fimbrias P entre cepas de E. coli de tipo silvestre.
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Existe un estudio similar de Moser y cols. en 1986 donde describen un anticuerpo monoclonal
contra el antigeno fimbrial F8 de E. coli, perteneciente a las fimbrias P. Este anticuerpo fue
analizado mediante ELISA y transferencia de colonias para detectar reacciones cruzadas contra
fimbrias de cepas de E. coli que expresan antigenos F8. La reactividad del anticuerpo
monoclonal en ELISA asi como en la transferencia de colonias y la inmunotransferencia indico
que el anticuerpo especifico de F8 reconoce un epitopo expresado en la superficie.

Otras dos fimbrias de importancia no caracterizadas, son Yad e Ygi, que contribuyen a la
colonizacion. Estas fimbrias son objetivos potenciales para ser utilizadas en la terapéutica, ya
que las fimbrias Yad e Ygi estan presentes en la mayoria de E. coli uropatdégenas y no se
expresan en cepas comensales (Spurbeck et al., 2011).

Vacunas

La secuenciacion completa de multiples genomas bacterianos ha proporcionado informacién
sobre un gran namero de diferentes tipos de genes condificantes para adhesinas, esto sugiere
que no existe una sola ruta para la adhesion bacteriana (Brzuszkiewicz et al., 2006). La
alteracion de la adhesién y colonizacion bacteriana con la ayuda del desarrollo de vacunas y
anticuerpos especificos anti adhesina pueden desarrollarse como una forma de incapacitar a las
bacterias.

A través de los afios diversos estudios han demostrado que las adhesinas brindan proteccién en
modelos animales utilizandolas en vacunas a base de proteinas. Por ejemplo se han empleado
proteinas purificadas de fimbrias donde evaluaron la eficacia de vacunas de fimbrias resistentes
a manosa y fimbrias Gal-Gal en un modelo de pielonefritis murina. Sus resultados indicaron
que las fimbrias Gal-Gal son candidatos atractivos para la inmunoprofilaxis de pielonefritis en
pacientes sin anomalias anatomicas del tracto urinario (O'Hanley et al., 1985). En 1987 un
estudio analizo el suero de cuatro pacientes con sintomas de pielonefritis y encontraron la
presencia de anticuerpos contra fimbrias P, a diferencia de las muestras de suero control, en las
que no pudieron detectar anticuerpos antifimbrias, lo que sugirié que las fimbrias P se
expresaron durante la infeccion, ademas proporcionaron una fuerte evidencia de que las
fimbrias P de E. coli se expresan in vivo (de Ree y van den Bosch 1987). Posteriormente un
experimento en el que se administro E. coli con fimbrias P y suspensiones ricas en residuos
Gal-Gal a través de la uretra, disminuy6 la uretritis, respecto al grupo que recibi6 sélo la
bacteria. Estos resultados sentaron las bases para estudios en los que utilizando estos receptores
junto a seroalbuminas bovinas, pudieran incrementar su poder antigénico y sintetizar
anticuerpos monoclonales contra éstos. Mas adelante fueron inoculados en Macacos
cangrejeros (M. fascicularis) para obtener anticuerpos antiidiotipicos que mimetizaran a los
receptores Gal-Gal. Este estudio demostré que competian con los verdaderos receptores Gal-
Gal al inocular E. coli con fimbrias P en los monos del grupo experimental, que no sufrieron
dafos renales (Kaack et al., 1993).

Se ha visto que la inmunizacion con fimbrias P purificadas de E. coli es capaz de prevenir o
modificar los efectos de una exposicion renal posterior con las mimas cepas (Roberts et al.,
1984) o heterdlogas (Roberts et al., 1989). Sin embargo, la preparacion de fimbrias purificadas
en estos estudios contenia endotoxina bacteriana y aunque la presencia de la endotoxina en la
preparacion de la vacuna fimbrial no inhibi6 la proteccion contra el desafio infeccioso, se
produjeron anticuerpos contra endotoxina y fimbrias P.
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En otro estudio donde se utilizaron fimbrias P purificadas para vacunar monos, obtuvieron
proteccion contra infecciones del tracto urinario inducidas experimentalmente por cepas
heterologas de E. coli con fimbrias P (Svenson et al., 1984). A pesar de la heterogeneidad
antigénica entre las fimbrias P, demostraron que existe homologia y que era posible que una
vacuna basada en pocos tipos representativos de fimbrias P pueda ser eficaz contra la mayoria
de las cepas uropatogenas de E. coli (Klemm 1985).

Estudios maés recientes (Mortezaei et al., 2013) han utilizado anticuerpos policlonales
producidos contra fimbrias P de E. coli uropatdgena, demostrando que los anticuerpos
interfieren con su polimerizacion. Los datos mostraron una extension y retraccion
comprometidas en presencia de los anticuerpos y una elasticidad fimbrial reducida. Los
anticuerpos usados en estos experimentos al ser policlonales, no limitan su unién a un solo
epitopo dando la capacidad de unirse de manera que bloqueen distintas regiones de la fimbria.

Las fimbrias F4 son inmunogénos potentes, una inmunizacion oral de lechones destetados con
fimbrias F4 purificadas induce una respuesta inmune especifica que protege a los animales a
una infeccién posterior a la exposicién de E. coli enterotoxigénica con este tipo de fimbrias
(Van den Broeck et al., 1999a; Van den Broeck et al., 1999b; Verdonck et al., 2004b;
Takeyama et al., 2015). En cambio la vacunacion oral de otro tipo de fimbrias como la F18 en
cerdos destetados, no es capaz de producir una respuesta significativa de anticuerpos séricos,
ni reducir la colonizacion de E coli. Sin embargo en Canada, la vacuna viva de E. coli F4 se ha
comercializado y se ha demostrado que protege a los cerdos de la infeccién por E.coli
enterotoxigénica (Melkebeek et al., 2013; Kolotilin et al., 2012). Se han identificado las
variantes antigénicas F18, F18ab y F18ac, esta ultima se ha relacionado con frecuencia con la
diarrea post destete, mientras que la variante F18ab se ha asociado més con la enfermedad del
edema porcino (Rippinger et al., 1995).

Foged vy cols. en 1986 utilizaron fimbrias F4ab, F4ac y F4ad derivadas de cepas de Escherichia
coli enterotoxigénica implicadas en colibacilosis porcina para inmunizar ratones BALB / c. En
este estudio lograron producir hibridomas que secretaban anticuerpos monoclonales contra los
tres subtipos intactos de fimbrias F4 mediante la fusion de células del bazo de estos ratones
con células de mieloma. También observaron un efecto terapéutico de los anticuerpos
monoclonales anti F4 administrados por via oral en lechones recién nacidos infectados
experimentalmente con E. coli F4. Algo que ya se habia demostrado previamente por Sherman
y cols. en 1983 quienes observaron que la administracion oral de anticuerpos monoclonales
reduce la tasa de mortalidad en terneros causada por E. coli enterotoxigénica F5y la mencionan
como una forma eficaz de reducir la pérdida econémica para los propietarios de ganado en caso
de brotes de colibacilosis entérica en rebafios no vacunados.

En 1987 Krogfelt y cols. llevaron a cabo un estudio para la identificacion de determinantes
antigénicos con péptidos sintéticos de la secuencia de las principales subunidades fimbriales
F4, para esto inocularon conejos y los sueros anti péptidos se analizaron mediante ELISA y
ELISA sandwich, sus resultados indicaron que no se indujo la formacion de anticuerpos contra
la fimbria nativa, indicaron que los epitopos F4 son epitopos conformacionales. Por tanto,
asumieron que estas regiones no representan determinantes antigénicos en las proteinas F4
nativas. Mas tarde también se desarroll6 una vacuna de secuencia consenso de péptidos
sintéticos que se dirige al dominio de union al receptor del huésped de la fimbria tipo 1V
de Pseudomonas aeruginosa, mostrd una mayor proteccion contra la exposicion en ratones a
cuatro cepas fimbriadas (Kao et al., 2007). Se observé que los anticuerpos producidos contra
un péptido sintético derivado del dominio de union al receptor del huésped de la fimbria tipo
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IV, pueden proporcionar proteccion contra el desafio por parte de la cepa de la que se derivo
la secuencia, pero una proteccion més debil contra el desafio con cepas heterélogas.

Se ha visto que una vacuna a base de fimbrias F4 y F5 proporciona inmunidad calostral contra
la enterotoxicosis neonatal por E. coli (Hur y Lee 2012). Los anticuerpos del calostro,
especialmente IgA, se pueden inducir eficazmente mediante la administracion oral de antigenos
fimbriales que activan los tejidos linfoides asociados al intestino de las cerdas (Doggett y
Brown 1996).

La cepa de Escherichia coli de adhesion difusa expresa fimbrias de la familia Afa / Dr,
incluidas las fimbrias Afak-I, AfaE-lll, Dr, Dr-11'y F-1845 (Nowick et al., 2001). Las bacterias
Dr positivas pueden interactuar y unirse a enterocitos. Reconocen como receptor el factor de
aceleracion de la descomposicion de las proteinas ancladas a GPI, antigeno carcinoembrionario
(CEA, CD66e) y la molécula de adhesion celular relacionada con CEA 6 (CEACAMS), y
también la molécula de adhesion celular relacionada con CEA molécula de adhesion celular 1
(CEACAML1) en células epiteliales humanas (Servin at al., 2005; Nowicki et al., 1993). Es por
esta importancia que existen estudios centrados en el antigeno fimbrial Dr de E. coli el cual
ha sido utilizado para generar proteccion contra infecciones del tracto urinario en ratones
después del desafio con una cepa que expresa la adhesina Dr (Goluszko et al., 2005). El
resultado fue una disminucion en la mortalidad asociada con la infeccion experimental de los
ratones. Los sueros inmunes con titulos elevados de anticuerpos anti Dr inhibieron la unién
bacteriana a los rifiones y vejiga, pero no modificaron la tasa de colonizacion renal (Goluszko
et al., 2005).

Las fimbrias tipo 1 contienen la proteina adhesina FimH, en el estudio de Langermann y cols.
de 1997, los sueros de animales vacunados con vacunas FimH pudieron impedir la unién de E.
coli uropatogena a las células de vejiga in vitro. La inmunizacion con FimH redujo la
colonizacion in vivo de la mucosa de la vejiga en mas del 99% en un modelo de cistitis murina,
ademas de proteger contra la colonizacion y la enfermedad por cepas uropatdgenas de E. coli
capaces de expresar multiples adhesinas. Se reportd la deteccion de IgG especifica para FimH
en la orina de los ratones protegidos y tres afios despues publicaron otro estudio donde
inmunizaron 4 monos con 100 mg de complejo de adhesina-chaperona FIimCH mezclado con
adyuvante MF59, demostraron ser una alternativa eficaz previniendo infecciones del tracto
urinario por E. coli uropatégena. Estos hallazgos sugieren que una vacuna basada en la adhesina
FimH de la fimbria de E. coli tipo 1 puede tener utilidad para prevenir la cistitis en humanos.
También se encontré que anticuerpos IgG contra FimH estaban presentes en las secreciones
vaginales, y el nivel de anticuerpos en las secreciones aumenté junto con los niveles
plasmaticos de 1gG contra FimH después de las inmunizaciones de refuerzo.

Wellens y cols. en 2008 igualmente se centraron en la proteina FimH y trabajaron con
inhibidores basados en a- D -manosa, demostrando su capacidad de bloquear la adhesién
bacteriana a células uroepiteliales, y de antagonizar la invasion y formacién de biopeliculas.

Es importante sefialar que se pueden disefiar dos tipos de vacunas en funcion de la arquitectura
de las fimbrias tipo | para prevenir la colonizacion de patégenos. El primer tipo consta de
vacunas dirigidas a los antigenos de adhesion de la fimbria para bloquear la interaccion
adhesina receptor, y la segunda opcion consiste en dirigirse a los antigenos encargados de las
propiedades elasticas y de resiliencia durante el arrastre por fluidos (Ramezanalizadeh et al.,
2020).
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e Vacunas contra Salmonella

Salmonella Enteritidis es una de las principales causas de intoxicacion alimentaria, por lo que
se han hecho muchos esfuerzos para desarrollar vacunas eficaces para la prevencion de la
colonizacion e infeccion en aves de corral (Ishida et al., 2018).

El principal objetivo de vacunar a gallinas ponedoras es reducir o prevenir la contaminacién
de los huevos, ya que la infeccion bacteriana en los rganos reproductivos de las gallinas puede
causar la contaminacion de estos a través de la yema o la albumina, la respuesta inmune juega
un papel esencial en la prevencién de la infeccion por Salmonella en los 6rganos reproductivos
(Yoshimura 2004).

Se utilizan 3 tipos principales de vacunas: vacunas vivas atenuadas , mediante bacterias muertas
(bacterinas) y vacunas de subunidades (Babu et al., 2004; Gast et al., 1993; Woodward et al.,
2002). Estudios han sugerido que las vacunas vivas atenuadas son mas efectivas que las
bacterinas para proteger a las aves de la infeccion por Salmonella Enteritidis, sin embargo
debido a los riesgos potenciales asociados con el uso de vacunas vivas atenuadas, como la
reversion a la virulencia, esta opcién no es considerada en muchos paises, de ahi la necesidad
de seguir estudiando la eficacia de las bacterinas (Tran et al., 2010). También se han
evaluado vacunas contra Salmonella a base de fantasmas bacterianos (Hajam et al. 2017) que
consisten en la envoltura bacteriana vacia generada mediante métodos quimicos o de ingenieria
genetica para inducir la liberacion del contenido celular (Chen et al., 2021) y logrando inducir
IgG e IgA especificas, inmunidad celular con aumentos en las células TCD4*y CD8* y
reduccion de la contaminacion del huevo (ishida et al., 2018 ).

La mayoria de las investigaciones sobre estas vacunas han estudiado la tasa de recuperacion de
la bacteria en recuentos de hisopos cloacales posterior a la vacunacion y solo unos pocos han
estudiado la respuesta inmune obtenida, estos estudios se limitaron a pollos jovenes menores
de 4 semanas de edad (Atterbury et al., 2009; Gantois et al., 2006 ; Deguchi et al., 2009 ; Penha
Filho et al., 2009 ) y no esta claro si se pueden mantener niveles suficientes de proteccion hasta
el final de un periodo de puesta prolongado.

Vacunas atenuadas

Se han propuesto vacunas vivas atenuadas para generar una mejor proteccion y son adecuadas
para la vacunacién masiva que las vacunas inactivadas ( Tang et al., 2019). Este tipo de vacunas
estan disponibles en todo el mundo para su uso en aves de corral y su uso se ha favorecido ya
que provocan respuestas inmunitarias tanto mediadas por células como humorales
proporcionando inmunidad protectora ( Desin et al., 2013 ).

Los microorganismos vivos suelen ser atenuados por pases seriados en cultivo celular o por la
desactivacion selectiva de genes involucrados con la patogénesis y/o supervivencia del
patogeno (Galen et al., 2016). La eliminacion especifica de genes asociados con la virulencia
puede ayudar a generar vacunas vivas atenuadas (Ran et al., 2018) y esto a menudo se logra
mediante la ingenieria genética de un minimo de dos deleciones cromosémicas independientes
de genes involucrados en vias bioquimicas esenciales para el metabolismo y la proliferacion
bacteriana. Generalmente, se considera que los mutantes de delecion de genes completos son

54



menos capaces de reversion a un fenotipo virulento en comparacion con las cepas que albergan
mutaciones puntuales o alteraciones genéticas indefinidas (Kilroy et al., 2016). Sin embargo,
la inactivacion de demasiados genes criticos, o la seleccion inapropiada de objetivos, puede
originar candidatos a vacunas que no consigan colonizar un huésped lo suficiente como para
obtener una proteccion prolongada (Galen et al., 2011). La atenuacién excesiva de una vacuna,
puede resultar en un organismo no reactogénico que requerira la administracion de multiples
dosis orales para lograr inmunidad protectora (Galen et al., 2016). A pesar de esto los mutantes
de delecién genética dirigida son prometedores para futuras vacunas, porque se pueden
eliminar funciones bacterianas especificas que pueden mejorar la seguridad y permitir la
diferenciacion de las cepas de campo (Kilroy et al., 2016).

Se han propuesto varias cepas atenuadas vivas de Salmonella, incluidos los mutantes atenuados
auxotréficos, metabolicos y estructurales como vacunas eficaces para animales. Estas vacunas
a menudo no son lo suficientemente seguras ya que pueden liberar microorganismos
genéticamente modificados al medio ambiente y a la cadena alimentaria humana, y pueden
interferir en las pruebas de diagndstico seroldgicas (Roman et al., 2012).

A principios de la década de 1980 se supo que los mutantes de Salmonella auxotréficos para
aminoacidos aromaticos han reducido su virulencia. Desde entonces, las mutaciones en los
genes que codifican la biosintesis de aminoacidos aromaticos se han utilizado con frecuencia
para reducir la virulencia de diferentes serovariedades de Salmonella (Sebkova et al., 2008).
La eliminacion de genes aroA , aroC y aroD produce bacterias que son auxotrofas para el
acido para-aminobenzoico (PABA) y 2,3-dihidrobenzoato. Cuando se administran a ratones,
mutantes aro de Salmonella son incapaces de capturar suficiente PABA y dihidrobenzoato para
replicarse ( Hoiseth et al., 1981). También se ha demostrado que la atenuacion de los mutantes
aro puede ser causada por defectos en la integridad de la pared celular y la membrana externa
y generar mas susceptibilidad a los diferentes componentes de la respuesta inmune innata
(Sebkova et al., 2008). Estas bacterias independientemente de la serovariedad de Salmonella
enterica, son sensibles a la destruccion por complemento, la albumina, ovotransferrina y el
EDTA, lo que indica un defecto de biosintesis de la envoltura celular (Sebkova 2008), y se
utilizan con frecuencia como vacunas vivas para la vacunacion oral de animales domésticos
(Malcova et al., 2009). Estos mutantes dependen de la presencia de aminoacidos aromaticos
cuando se cultivan in vitro, estos aminoacidos no estan disponibles gratuitamente en un
huésped.

También existen mutantes estructurales, dado que el lipopolisacarido es un factor de virulencia
importante, los mutantes de Salmonella que carecen de este (mutantes rugosos) representan un
enfoque interesante para desarrollar vacunas vivas atenuadas (Mastroeni et al., 2001). De igual
forma conseguir que el lipido A no sea toxico puede proporcionar un medio para aumentar de
forma segura la dosis y reducir el nivel de atenuacion para facilitar la induccion de una
respuesta robusta al antigeno (Kong et al., 2011).

Kong y sus compafieros en 2011 redujeron la reactogenicidad de las vacunas orales atenuadas
de Salmonella modificando genéticamente el lipopolisacarido para disminuir la actividad
endotoxica. Las cepas vacunales candidatas resultantes tuvieron una virulencia disminuida, y
pudieron conferir proteccién en un modelo de ratdn contra el desafio con Salmonella virulenta.
Estas cepas también podrian modificarse mas para presentar antigenos extrafios de patdgenos
humanos no relacionados y conferir proteccién contra el desafio heter6logo.
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Existen estudios de la eficacia de las vacunas vivas atenuadas de Salmonella Enteritidis (Arnon
et al., 1983; Barrow et al., 1990; Atterbury et al., 2010; Methner et al., 2011) demostrando su
eficacia, sin embargo se menciona el peligro de estas debido a la virulencia residual causada
por una atenuacion insuficiente, reversion a virulencia y seguridad incierta (Barbezange et al.,
2000). En 2018 McWhorter y Chousalkar sugirieron que la persistencia a largo plazo de una
vacuna viva de Salmonella en el hospedador es importante para la transferencia horizontal de
la cepa de la vacuna dentro de una parvada. Methner y cols. en 2011 informaron que una
mutante de Salmonella Enteritidis con una doble delecién en phoP vy fliC, induce una elevada
respuesta inmune adaptativa y proteccion contra la exposicion a Salmonella en pollos viejos,
lo que sugiere que podria ser un candidato prometedor para vacunas de Salmonella viva.

Varias condiciones estresantes pueden causar dafio y plegamiento incorrecto de las proteinas,
y se ha observado que esto representa una amenaza para la bacteria. La degradacion de
proteinas anormales depende de proteasas como Lon y el complejo proteolitico Clp (Wickner
etal., 1999). La proteasa codificada por clpP participa en la protedlisis de proteinas anormales
que se acumulan bajo estrés y regula varias proteinas reguladoras, incluido el factor sigma de
fase estacionaria RpoS (Gur et al., 2011). Ran y cols. en 2018 confirmaron que Salmonella
Enteritidis con una mutacion en clpP es altamente sensible a altas concentraciones de sal y
acidez, lo que resulta en un crecimiento deficiente, estos mutantes tienen una transcripcién
regulada negativamente de la isla de patogenicidad 1y 4. Las gallinas ponedoras vacunadas
con tales vacunas vivas atenuadas de Salmonella Enteritidis pueden eliminar las bacterias al
medio ambiente, que pueden ser inactivadas por los desinfectantes convencionales para
proteger el medio ambiente.

Knudsen y sus colegas en 2014 evaluaron la importancia de la proteina CsrA 'y la proteasa ClpP
en la capacidad de crecimiento de Salmonella Typhimurium a baja temperatura, demostrando
que CsrA es esencial para la adaptacion al crecimiento a baja temperatura, mientras que el
crecimiento deficiente del mutante clpP estd asociado con el efecto de niveles elevados de
RposS.

Es importante mencionar que existen vacunas disefiadas genéticamente con mutaciones en rpoS
ya que participa en la adaptacion al estrés ambiental, incluido su papel en la respuesta de
tolerancia al acido y regulando la sintesis del polisacarido capsular Vi (Galen et al., 2016). El
regulén PhoP / PhoQ es un sistema regulador de dos componentes que controla la transcripcion
de multiples genes. PhoP es un regulador transcripcional citoplasmatico y PhoQ es una cinasa
sensor asociada a la membrana (Groisman 2001). Este operdn contribuye a la supervivencia
dentro de los macrdfagos y la resistencia a péptidos antimicrobianos. Los mutantes de phoP en
Salmonella son avirulentos y pueden inducir una respuesta inmunitaria protectora en ratones
(Galan y Curtiss 1989).

Las vacunas vivas comerciales actuales contienen cepas que albergan mutaciones indefinidas
en uno 0 mas genes en el cromosoma o mutaciones puntuales definidas. Sin embargo, las cepas
que albergan mutaciones puntuales podrian volver a un fenotipo virulento y por lo tanto, se
consideran inseguras (Kilroy et al., 2016).

La vacuna Salmovac cepa 440 se ha derivado a través de mutagénesis quimica
de Salmonella Enteritidis PT 4 que no contiene genes de resistencia antimicrobiana pero
contiene mutaciones puntuales que resultan en auxotrofismo para histidina y adenina. Los
aislados de campo de Salmonella Enteritidis se diferencian de la cepa de la vacuna al crecer en
medios minimos con Yy sin histidina y adenina. En cuanto a la vacuna AviPro de Salmonella
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consiste en una cepa mutante metabdlica derivada por mutagénesis quimica
de Salmonella Enteritidis PT4. Seleccionada de acuerdo a criterios de atenuacion, como son
tiempo de generacion prolongado, sensibilidad a quinolonas e incremento de la permeabilidad
de la membrana bacteriana. Es capaz de sobrevivir el tiempo suficiente dentro del ave para
generar una respuesta inmune, pero es incapaz de sobrevivir en el medio ambiente. Vacunas
de Salmonella vivas derivadas por mutagénesis quimica o rayos ultravioleta son inmunogénicas
y protectoras, todavia estan en uso a pesar de su necesidad de administracion parenteral repetida
(Mastroeni et al., 2001).

Las vacunas de Salmonella atenuadas recombinantes pueden administrar antigenos de una
variedad de patdgenos diferentes, generando un rango de respuestas inmunes que incluyen
anticuerpos séricos, IgA mucosa y respuestas inmunes mediadas por células en sitios locales y
distales (Atkins et al., 2006).

Otra ventaja de algunas vacunas vivas atenuadas es vacunar oralmente a los pollitos desde el
primer dia de vida después de la eclosion, permitiendo un doble mecanismo de proteccién al
aumentar la inmunidad de la mucosa y generar una competencia bacteriana especifica contra
cualquier cepa de Salmonella silvestre (Kilroy et al., 2015).

Las vacunas vivas atenuadas, si se administran por via oral, demuestran una proteccién rapida
frente a infecciones (Barrow et al.,, 2007). Ademas permiten administrar antigenos
recombinantes a las superficies mucosas induciendo una respuesta inmune protectora contra
una variedad de patdgenos (Roland y Brenneman 2013). La cepa atenuada coloniza la mucosa
intestinal y otros tejidos linfoides para provocar inmunidad de mucosas y sistémica (Maddux
etal., 2017).

La inmunizacion oral con mutantes de Salmonella Enteritidis sensibles a la temperatura
confirié proteccion contra diferentes serotipos de Salmonella y la proteccion cruzada durd 2
meses, fue significativa para dosis de desafio altas. El andlisis de sueros de animales
inmunizados mostré anticuerpos contra LPS homdlogos y contra antigenos protéicos
homologos y heterélogos (Gherardi et al., 2000).

Vacunas inactivadas

Las vacunas comerciales disponibles contra Salmonella Enteritidis son en su mayoria
inactivadas, aungue son menos efectivas que las vacunas vivas atenuadas para producir una
amplia inmunidad por serogrupos, se ha demostrado que las bacterinas reducen la colonizacion
de Salmonella Enteritidis en huevos y en el ciego de las aves (Woodward et al., 2002; Gast
1993). Estas bacterinas de Salmonella Enteritidis contienen organismos bacterianos
inactivados y suspendidos en adyuvante de hidroxido de aluminio o agua en aceite.
Estimulando altos niveles de anticuerpos circulantes en ponedoras comerciales, que persisten
durante el periodo de puesta (Barbour et al., 1993).

Las bacterinas proporcionan proteccion cruzada contra Salmonella Gallinarum y otros
serotipos. Algunas desventajas de las bacterinas son el costo laboral de administracion y el
estrés posvacunacion debido a la reaccion tisular en el sitio de inyeccion, causado por la
liberacion de endotoxinas posterior a la metabolizacion del antigeno de la vacuna en las aves
(Nakamura et al., 1994).
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Por otro lado ofrecen proteccion especifica para distintas serovariedades y pueden producir
proteccién prolongada (Woodward et al., 2002) o de corta duracion (Singh 2009). Su aplicacion
es capaz de reducir la eliminacion de la bacteria en heces y disminuir la colonizacion de 6rganos
y contaminacién de huevos.

La eficacia de la vacuna se juzga por el nivel de colonizacion intestinal y sistémica, las tasas
de morbilidad y mortalidad después de la vacunacion y la infeccion experimental utilizando las
vias de administracion oral o parenteral. El nivel de proteccién depende de la cepa de desafio,
la via de administracion, la edad del ave y la especie , la dosis de infeccion, linea o raza. Siendo
dificil comparar con precision la eficacia de las preparaciones de vacuna disponibles (Van et
al., 2005). La eficacia también se ve afectada por la composicion de las bacterinas por lo que
se han elaborado y estudiado vacunas a base de proteinas de membrana externa, fimbrias o
proteinas inducidas por limitacion de hierro (Woodward et al., 2002 ; Clifton-Hadley et al.,
2002).

Los microorganismos son inactivados mediante procedimientos severos, como el tratamiento
con etilenimina binaria. Desafortunadamente, durante la inactivacion, la mayoria de los
componentes inmunogénicos y estructurales de los microorganismos se desnaturalizan, lo que
resulta en una funcion deteriorada y respuestas inmunes deficientes (Bergemann y Leitner
2014).

Se encuentra disponible en el mercado una vacuna inactivada contra Salmonella para la
inmunizacion activa de gallinas y pollos. Esta vacuna se encuentra elaborada con 1 x 10° células
de Salmonella Enteritidis PT4 inactivadas con formalina y 1 x 10° células de Salmonella
Typhimurium DT104 . Este tipo de vacunas inactivadas contra Salmonella no pueden ofrecer
una proteccion del 100%, debido a la destruccion de las células bacterianas como resultado del
tratamiento con formalina. Una alternativa a esta vacuna podria ser una vacuna derivada de
células fantasma resultantes del tratamiento con nanomaterial hibrido basado en nanoparticulas
de plata (Pencheva et al., 2015).

La inmunizacion oral o intramuscular Unica con Salmonella Enteritidis inactivada con
formalina, encapsuladas en microesferas biodegradables, a las 2 semanas de edad disminuyd
la excrecion fecal y la colonizacion de 6rganos, después de la infeccion oral con 10 ® UFC a
las 6 semanas de edad (Liu et al., 2001). En cambio Gast y cols. en 1993 informaron que la
vacunacidn con bacterina en emulsién de aceite no tuvo efecto en el porcentaje de gallinas que
eliminaron Salmonella Enteritidis en heces después del desafio oral con aproximadamente 10 °
células de Salmonella Enteritidis.

Mas tarde Mona y cols. en 2013 realizaron pruebas de ELISA para estudiar la eficacia
protectora de la vacuna adyuvante de aceite inactivada con formalina polivalente preparada
contra Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Salmonella Infantis y Salmonella
Meleagridis, en gallinas ponedoras afirmé que el titulo de anticuerpos contra Salmonella
Enteritidis fue de 599.2 con un aumento gradual tercera semana posterior al refuerzo en todos
los grupos vacunados con vacuna adyuvante oleosa inactivada con formalina.

Un estudio realizado por Barbour y cols. en 1993 donde comparan seis vacunas inactivadas
de Salmonella Enteritidis, observaron disminucién de la presencia bacteriana en las muestra
fecales. Las seis formulaciones de bacterina de Salmonella Enteritidis diferian en contenido de
adyuvante y procedimientos de inactivacion. Los pollos que recibieron bacterinas de
Salmonella Enteritidis que contenian adyuvante incompleto de Freund modificado tuvieron
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mayores respuestas inmunes humorales a Salmonella Enteritidis que las aves que recibieron
otras formulaciones de bacterinas (P <0.05).

Estos autores sugirieron que varios factores relacionados con el tipo y composicion del
adyuvante, cepa de Salmonella Enteritidis y método de inactivacion, podrian ser responsables
de esta variacion y podrian explicar los resultados. También indicaron que no se obtuvo una
proteccién del 100% inmediatamente después del desafio.

Las bacterinas comerciales disponibles de Salmonella deben aplicarse por via parenteral en
cada ave, aumentando la mano de obra y el estrés de los animales (Renu et al., 2020). Una
respuesta humoral fuerte a este tipo de vacunas, depende de la via de aplicacion y la presencia
de adyuvantes (Papezova et al., 2008).

Vacunas de subunidades

Estas vacunas tienen la ventaja sobre otros tipos de vacunas, ya que pueden administrarse
directamente a una superficie mucosa a traves de administracion nasal, oral u ocular y mejorar
la respuesta inmune de la mucosa (Yang 2017), lo que evita el uso de agujas y jeringas, siendo
una opcion accesible para la vacunacion masiva (Curtiss et al., 2010).

Otra ventaja es su capacidad de generar proteccion cruzada, seguridad y bajo costo de
produccién. Sin embargo, numerosas vacunas de subunidades contra patdgenos bacterianos no
han tenido éxito ya que los cambios conformacionales en los epitopos conservados durante la
preparacion dan como resultado una inmunidad humoral deficiente y de corta duracion
(Salazar-Gonzalez et al., 2004). Actualmente, las vacunas vivas atenuadas y de subunidades
disponibles para Salmonella Enteritidis se dirigen principalmente a antigenos O, proteinas de
flagelina y otras proteinas de membrana externa (Tennant et al. 2011 ).

Se menciona que la vacunacion de Salmonella basada en antigenos de subunidad para el control
de la enfermedad en aves de corral proporciona una proteccion inmune deficiente (Han et al.,
2020). Sin embargo una vacuna oral subunitaria que induzca IgA mucosa y respuestas inmunes
mediadas por células seria un enfoque de control eficaz para la salmonelosis en aves de corral
(Renu et al., 2020).

Nanovacunas

Las nanovacunas son vacunas que utilizan nanoparticulas como vehiculos y/o adyuvantes
(Gheibi y Darroudi 2019). Se ha observado que las vacunas de nanoparticulas con subunidades
de proteinas inmunogénicas de membrana externay flagelina de Salmonella Enteritidis inducen
una respuesta inmune en pollos de engorda (Han et al., 2020). La activacion especifica de
linfocitos secretores de IFNy indica la induccion de inmunidad tanto sistémica como de mucosa
inducida por este tipo de vacunas .

La aplicacion oral de vacunas de nanoparticulas de polianhidrido en aves de corral, libera
antigenos a los tejidos linfoides asociados al intestino (Renu et al., 2018), asi como
las nanovacunas de Salmonella a base de quitosano se dirigen a las células inmunes de los
pollos e induce respuestas de células B y T especificas de antigeno (Renu et al., 2020). Sin
embargo una de las principales limitaciones de la vacunacion oral es la degradacion de
antigenos en el ambiente géstrico. También existen adyuvantes como los liposomas y los
complejos inmunoestimulantes que potencian la respuesta inmune a las proteinas de
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membrana. Las proteinas de membrana externa de Salmonella Enteritidis adyuvadas con
liposomas fueron evaluadas por su eficacia protectora contra la infeccion en pavos (Charles et
al., 1994). Los resultados mostraron que arriba del 90% de los tejidos obtenidos de pavos
vacunados, obtuvieron cultivos negativos de Salmonella Enteritidis.

e Tecnologia antigeno de fusion multiepitopo

Las fimbrias juegan un papel importante como factor de virulencia de E. coli en la presentacion
de diarrea en cerdos lactantes (Canal et al., 1999). Encontrandose en E. coli enterotoxigénica
los antigenos fimbriales F4, F5, F6 y F41 en cuadros de diarrea neonatal en porcinos. Por lo
que se ha buscado construir antigenos de fusion multiepitopo utilizando subunidades adhesivas
contra la diarrea por E.coli enterotoxigénica (Nandre et al., 2016).

Recientemente Lu y cols. en 2020 identificaron epitopos neutralizantes de las fimbrias F4 y
F18, toxina termolabil, toxinas termoestables tipo | y tipo Il y toxina Shiga 2e. En este estudio
exploraron la plataforma de vacunacion basada en epitopos y estructuras, llamada antigeno de
fusion multiepitopo (MEFA), para crear vacunas contra la diarrea postdestete porcina. Esta
tecnologia esta basada en la estructura que utiliza un inmundgeno para presentar epitopos
neutralizantes de factores de virulencia representativos (Lu et al., 2019). Los anticuerpos
generados en este estudio con MEFA inhibieron la adherencia de las bacterias con fimbrias
F18 y F4 a las células intestinales de cerdo y también neutralizaron la toxicidad de la toxina
termolabil, toxinas termoestables tipo | y tipo Il y toxina Shiga 2e.

Duan y cols. en 2020 construyeron dos antigenos de fusién de maltiples epitopos que portaban,
expresaban y mostraban epitopos representativos de las fimbrias de E. coli enterotoxigénica
F4, F5, F6, F18 y F41. Para evaluar el potencial de estos antigenos como candidatos a vacunas
antifimbrias generaron modelos computacionales y probaron su inmunogenicidad inmunizando
ratones. EI modelado computacional mostré que todos los epitopos relevantes estaban
expuestos en la superficie, ademas la administracion de los antigenos en ratones indujo con
éxito cinco anticuerpos especificos de fimbria de acuerdo con los epitopos incluidos en las
construcciones de MEFA.

También se desarroll6 una vacuna que protege contra E. coli enterotoxigénica causante de la
diarrea del viajero, esta vacuna es a base de bacterias muertas portadoras de antigenos
fimbriales dominantes, como el antigeno CF I y CS1-CS6, asi como el toxoide LT labil al
calor. Desafortunadamente, no se ha podido demostrar que alguna vacuna candidata sea eficaz
en los grupos objetivo més importantes, que son los lactantes y los nifios pequefios en las zonas
endémicas (Svennerholm y Tobias 2008).

El incoveniente del desarrollo de vacunas para prevenir la adherencia y colonizacién de E. coli
enterotoxigénica ha sido la heterogeneidad de sus adhesinas bacterianas ya que diferentes
cepas producen adhesinas inmunoldgicamente heterogéneas (Gaastra y Svennerholm 1996).

Diagnostico

A través de la historia se ha visto que las propiedades antigenicas de las fimbrias pueden ser
importantes y Utiles en el diagndstico seroldgico (Duguid et al., 1966). En 1958 Duguid y
Campbell en colaboracion con la Dra. Helen A. Wright, estudiaron las reacciones de
aglutinacién de sueros de 100 pacientes con fiebre o diarrea, en pruebas con bacterias
fimbriadas de Salmonella Typhimurium. Los sueros se examinaron con fines de diagnostico
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mediante pruebas Widal que permiten demostrar la presencia de anticuerpos aglutinantes
contra los antigenos flagelar y somatico. Esta prueba es muy utilizada por su sencillez,
sensibilidad y costo, aunque es poco especifica; tiene limitaciones por reacciones antigénicas
cruzadas con otras bacterias, parasitos, virus y hongos (Labafiino y Rodriguez 2013). Personas
inmunizadas con una vacuna que contiene antigenos fimbriales puede dar lugar a reacciones
falsas positivas ( Duguid y Campbell 1969).

Los ensayos de aglutinacion se llevan a cabo como ensayos en portaobjetos simples o en placas
de microvaloracion mezclando alicuotas de bacterias y células eucariotas (Sokurenko y Hasty
1995). Aunque estos ensayos son generalmente de caracter cualitativo, con ciertas
modificaciones, se puede obtener informacion semicuantitativa, por ejemplo, cuando se trata
de estimar los niveles de fimbriacion (Klemm et al., 1994).

El diagndstico basado en fimbrias se ha utilizado en Salmonella, analisis seroldgicos de las
fimbrias tipo 1 han demostrado que portan antigenos aglutinantes distintos de los antigenos 0,
Hy Viy que se presenta una amplia distribucion de los antigenos fimbriales entre las cepas de
diferentes serotipos (Campbell 1961). De igual manera en 1971 Old y Payne determinaron la
relacion entre los antigenos de las fimbrias tipo 1 y tipo 2, mediante pruebas en las que las
bacterias con un tipo de fimbrias se aglutinaron con antisuero de otro tipo. Sus resultados
revelaron que las fimbrias tipo 2 y tipo 1, portan antigenos que son distintos del 0 y H y otros
antigenos no fimbriales, y que reaccionan con anticuerpos fimbriales en pruebas seroldgicas de
aglutinacion.

En 1990 Aslanzadeh y Paulissen dieron a conocer que los anticuerpos especificos contra las
fimbrias tipo 1y tipo 3, conferian proteccion pasiva parcial a ratones infectados por via oral
con Salmonella Enteritidis. En su estudio, el uso de estos anticuerpos anti fimbrias aumento6 un
60% la supervivencia de los ratones. Sus resultados indican la importancia del sinergismo entre
las dos fimbrias, en el proceso de enfermedad. También se han empleado anticuerpos
monoclonales para caracterizar e identificar epitopos de fimbrias tipo 1 (SEF21) de Salmonella
Enteritidis. Investigaron la distribucién de los epitopos entre salmonellas y otras
enterobacterias, asi como la influencia de la temperatura y medios de crecimiento sobre su
expresion. Identificaron al menos cuatro grupos de epitopos diferentes en las fimbrias SEF21
de Salmonella Enteritidis, dos de estos grupos se asociaron con hemaglutininas fimbriales que
eran comunes a todas las salmonellas analizadas o restringidas solo a Salmonella Enteritidis y
Salmonella Dublin. Estos cuatro grupos de epitopos se identificaron en las fimbrias tipo 1 de
la mayoria de los serotipos de Salmonella, asi como en las fimbrias tipo 2 no hemaglutinantes
de Salmonella Pullorum y Salmonella Gallinarum y en muchas otras especies de
enterobacterias. La expresion de los epitopos se vio afectada por las condiciones de crecimiento
(Sojka et al., 1998).

En los mismos afios 90 se trabajé para desarrollar una prueba de aglutinacion de latex para la
identificacion especifica de Salmonella Enteritidis basada en la deteccidn del antigeno fimbrial
SEF14 y para asegurar la diferenciacion de Salmonella Enteritidis de otras Salmonellas del
serogrupo D estrechamente relacionadas, un segundo reactivo de latex fue utilizado para
detectar un epitopo especifico en el flagelo de Salmonella Dublin (McLaren et al.,1992)
(Thorns et al., 1992 y 1994).

En 1958 Gillies y Duguid demostraron que las fimbrias de E. coli y Shigella flexneri contienen

antigenos comunes que producen reacciones cruzadas en pruebas de aglutinacion, se encontrd
que el género Salmonella posee antigenos fimbriales diferentes a Shigela flexneriy E. coli pero
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que los antigenos fimbriales comunes son compartidos por salmonellas de diferentes serotipos.
Por lo que si las pruebas diagnosticas de aglutinacion se realizan de cultivos con presencia de
fimbrias pueden obtenerse reacciones engafosas.

Afos mas tarde se desarrollé una prueba de aglutinacion en portaobjetos para detectar E. coli
con fimbrias P utilizando la union de glucosidos con la estructura del receptor o -D-Galp- (1-
4) -B-D-Galp a particulas. La prueba se denomina prueba de aglutinacion de particulas
especificas de P y su especificidad permite la deteccidn de fimbrias P en cepas con otro tipo de
fimbrias por ejemplo las fimbrias X (Mollby et al., 1983). En ese mismo afio Eisenstein y cols.
en 1983 aislaron un anticuerpo monoclonal IgM dirigido contra fimbrias tipo 1 de la cepa
CSH50 derivada de Escherichia coli K12. Mencionan las enormes aplicaciones que tienen
estos anticuerpos en el campo diagndstico, terapéutico y en sistemas de administracion de
farmacos dirigidos y no solo para las enfermedades infecciosas causadas por bacterias
(Siddiqui 2010). Los anticuerpos adquiridos de manera natural, como los anticuerpos
monoclonales se han utilizado para el diagnostico y pueden tener usos terapéuticos contra la
colibacilosis (Foged et al., 1986).

En el estudio de Suzuki y cols. en 1988 utilizaron tres métodos inmunoldgicos que eran
aglutinacién bacteriana, inmunodifusién de Ouchterlony y analisis de inmunotransferencia,
utilizando sueros antifimbrias y antifimbrilina de conejo, para la deteccion de fimbrias en
Bacteroides gingivalis. Reportaron que el anélisis de inmunotransferencia fue el mas confiable
y sensible. Se explica que las bandas inmunorreactivas se pudieron comparar con las de las
fimbrias purificadas con respecto a la velocidad de migracién en la electroforesis en gel. Los
métodos tradicionales como la aglutinacion bacteriana y la inmunodifusion de Ouchterlony son
mas simples de llevar acabo, sin embargo los dos métodos tienden a dar resultados falsos
negativos para las fimbrias de B. gingivalis, se sugiere que probablemente es debido a la
presencia de un disminuido numero de fimbrias.

La mayoria de las cepas de E. coli enterotoxigenica de rumiantes expresan antigenos fimbriales
F5 y/o F41, pueden ser evidenciados por aglutinacion con sueros, producidos frente a bacterias
vivas 0 con anticuerpos monoclonales (Orskov et al., 1975). La fimbria F5 fue descrita por
primera vez por Smith y Linggood en 1972 como un antigeno capsular K comun en cepas
enterotoxigénicas de terneros y corderos. Inicialmente se denominé Kco (Smith y Linggod
1972) y posteriorment K99 (Orskov et al., 1975). existe una estrecha correlacion entre la
expresion del antigeno F5 y la produccion de enterotoxinas (Guinee y Jansen 1979) por lo que
la deteccion de este antigeno se ha empleado como un método indirecto para la deteccién de
estas cepas en ganado bovino.

Tambien fue desarrollada una tecnologia de produccién de sueros policlonales para el
diagnostico seroldgico de E. coli, a partir de cepas que expresaban fimbrias F4, F5, F41y 987P
(Talavera 1983; Talavera y Montes de Oca 1987). La expresion de las fimbrias F4 se ha
determinado en muestras de cultivo de cepas que portaban plasmidos F4 recombinantes
utilizando el método ELISA con antisueros policlonales y monoclonales producidos contra
fimbrias F4ab nativas (Bakker et al.,1990).

Entre los métodos més utilizados para realizar el diagnéstico de colibacilosis en cerdos
lactantes, se encuentra el aislamiento bacterioldgico de E. coli y su identificacion de fimbrias
y toxinas presentes, esta metodologia requiere de un periodo de tiempo y esta sujeto ademas a
las condiciones de cultivo (Canal et al., 1999). La identificacion de fimbrias de E. coli en
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cuadros de diarrea permite realizar diagnosticos de cepas enteropatdgenas para su tratamiento
(Fairbrother 1994; Nystrom 1994).

Se han utilizado pruebas de ELISA para diagnosticar enfermedades infecciosas por E. coli
enterotoxigénica (Mills et al., 1982; Hernandez et al., 1989) el método ELISA ha sido (til
demostrando la variacion en los niveles de 1gG anti F4 en cerdas vacunadas y sin vacunar, y
se observd que el nimero de dosis administradas no mejora los niveles de IgG contra el
antigeno F4, se piensa que podria ser necesaria una reinoculacion para mantener los niveles de
IgG protectores contra el antigeno F4 (Vazquez et al., 1996).

Van Zijderveld y cols. en 1990 caracterizaron el complejo de antigenos F4 mediante el uso
de un panel de 40 anticuerpos monoclonales especificos de F4. La especificidad de todos los
anticuerpos monoclonales se demostrd6 mediante ensayos de inmunoabsorcion, pruebas de
aglutinacion, radioinmunoprecipitacion y microscopia inmunoelectronica. Los anticuerpos
reaccionaron con todos los subtipos de F4 (F4ab, Fdac y F4ad). Para la produccion de
anticuerpos especificos del subtipo F4, los antisueros deben absorberse con mezclas crudas de
antigenos para eliminar los anticuerpos de reaccion cruzada (Parry y Porter 1978). El analisis
de epitopos con ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas de competicion revelo 11
grupos de epitopos en el complejo de antigeno F4. Todos los anticuerpos monoclonales se
dirigieron contra epitopos conformacionales ubicados en las subunidades fimbriales
principales. Este tipo de epitopos son dependientes de la configuracion de la subunidad o de la
estructura cuaternaria de todo el filamento fimbrial (van Zijderveld et al., 1990).

Las pruebas de ELISA también se han utilizado para detectar anticuerpos circulantes contra
fimbrias F5, donde se han probado dos métodos de purificacién de fimbrias. Los mejores
resultados en cuanto a pureza del antigeno F5 se obtuvieron siguiendo el método descrito por
Karkhanis y Bhogal 1986. Este procedimiento incluyé un choque térmico a 65 ° C durante 25
minutos para lograr la liberacion de las fimbrias y pasos de ultracentrifugacion para purificar
el antigeno. Una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico mostré una
banda principal de 18 KDa, identificada como el antigeno F5 después de la
inmunotransferencia contra antisueros de referencia. Posteriormente el antigeno purificado se
adsorbio en las microplacas de ELISA (Smith et al., 1994). La participacion bioldgica de este
antigeno fimbrial es mediar la adherencia especifica al epitelio intestinal porcino, que junto
con la capacidad de producir enterotoxinas, constituyen las propiedades patogénicas
principales de las cepas enterotoxigénicas no invasivas involucradas en la colibacilosis
(Gaastra y de Graaf 1982).

Conclusién

Las bacterias patdgenas han desarrollado estrategias para evitar el reconocimiento del sistema
inmunitario del huésped. El fracaso de las vacunas para eliminar por completo a Salmonella de
las aves de corral puede deberse a la prevalencia y distribucion de los serogrupos de Salmonella
no cubiertos por las vacunas y a la disminucion de la inmunidad de las aves con la edad. Sin
embargo la vacunacion contra Salmonella debe utilizarse junto con otras medidas de control y
no como el tnico manejo en las aves de corral (Dorea et al., 2010).

La vacunacion de animales con antigeno fimbrial, protege eficazmente de infecciones de vejiga
0 rifion debido a cepas de E. coli. Las fimbrias son inmunogenos que pueden usarse en
preparaciones total o parcialmente purificadas con fines de inmunizacion consiguiendo
resultados significativos. La interaccion existente entre el antigeno fimbrial y el anticuerpo
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correspondiente puede ser capaz de neutralizar enfermedades y emplear anticuerpos
monoclonales puede mejorar la especificidad y eficiencia para ser utilizada en el area médica
para acelerar procedimientos de diagnostico.

Es un campo de interés para la medicina veterinaria las posibles aplicaciones de los anticuerpos
monoclonales para el desarrollo de ensayos de diagndéstico especificos y para la inmunizacién
pasiva contra enfermedades infecciosas. EIl poder dirigirse contra epitopos individuales, ser
homogéneos, altamente especificos y tener la capacidad de producirse en cantidades ilimitadas,
los convierte en herramientas Utiles para el diagndstico de enfermedades animales y
caracterizacién antigénica.

Los avances en el estudio de las fimbrias son la suma de multiples esfuerzos, que han permitido
entender mejor aspectos relacionados como son sus mecanismos de ensamblaje. Sin embargo
el trabajo futuro ain debe dilucidar detalles moleculares presentes en sus mecanismos de
ensamblaje y vias de sefializacion entre bacterias y huésped, con el fin de que se sigan
impulsando esfuerzos para desarrollar cada vez mas y mejores terapias centradas en las
fimbrias, que puedan interrumpir su ensamblaje o funcidn, y representar una alternativa al uso
de antibidticos.
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