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Mi unicornio azul ayer se me perdié

No sé si se me fue, no sé si se extravio......
Si lo ven.. me lo cuidan!

Silvio Rodriguez

Todo el mundo trata de realizar algo grande, sin darse cuenta de que la vida se compone
de cosas pequenas.
Frank Clark

La vida es muy peligrosa. No por las personas que hacen el mal, sino por las que se
sientan a ver lo que pasa.
Albert Einstein

Todo el conocimiento, la totalidad de preguntas y respuestas se encuentran en el perro.
Franz Kafka

Todos los animales son iguales, pero algunos son mas iguales que otros.
George Orwell

You only live once, but if you do it right, once is enough.
Mae West

Some people hear voices.. Some see invisible people.. Others have no imagination
whatsoever.
S.So.

We never really grow up, we only learn how to act in public.
S.So.
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RESUMEN

El género Salmonella sp. es considerado actualmente como el agente causal mas comun de las
gastroenteritis.

La colonizacion e internacién de Salmonella en el tracto gastrointestinal es considerado como el
primer paso para el establecimiento de la enfermedad. Evidencia reciente sugiere que las
adhesinas fimbirales de Salmonella desempefian un papel importante en la adhesidn e invasion de
la mucosa gastriontestinal, tanto in vivo como in vitro.

Mutaciones dirigidas en el genoma de Salmonella sp. han permitido identificar factores de
colonizacién intestinal especificos para su hospedero, entre los que destacan las fimbrias . En S.
typhimurium se han descrito 13 operones fimbriales, 11 en el genoma y uno en el pasmido de
virulencia, los cuales se ensamblan mediante el sistema-chaperén acomodador y uno ubicado
también en el genoma pero cuyo sistema de ensamblaje es el de nucleacién precipitacion.

En el genoma de S. enteritidis recientemente descrito, ademas de poseer los mismos 12 operones
fimbriales, presenta un operén mas (peg), el cual también se ensambla mediante el sistema
chaperdn-acomodador. Este operdn presenta entre un 60% a un 70% de homologia con el operdn
stc de S. typhimurium y al ser mutado causa una disminucién significativa en la virulencia en
gallinas. S. gallinarum y S. pullorum también presentan la fimbria peg, lo cual podria indicar que
esta fimbria es necesaria para la colonizacion en aves. En el caso de la fimbria Lpf, se sabe que
participa en la adhesidn a Placas de Peyer y su mutacién disminuye la virulencia en un 20% en
ratones, por lo que esta fimbria resulta importante para la patogenicidad de Salmonella sp., sin
embargo, existen relativamente pocos estudios donde se muestre el rol de las fimbrias en la
colonizacion en aves de produccion.

En este experimento en los ensayos en embridon de pollo, no se observa diferencia entre la cepa de
campo de S. enteritidis y |la cepa de S. enteritidisA. Sin embargo, seria necesaria una evaluacion
mas extensa ya que el efecto en la persistencia a largo plazo de la bacteria no pudo ser evaluada,
por lo que no se puede asumir que no existe diferencia alguna entre estas dos cepas.

La fabricacién de la mutante se logré mediante recombinacién homodloga, usando productos de
PCR, se utilizé el plasmido pKD46, el cual utiliza el sistema del fago A Rojo (y, 8 y exo) y permite la
recombinacién de DNA lineal en el genoma de la bacteria evitando la degradacién de este.
Estudios previos en S. typhimurium han demostrado que este plasmido es eficiente en la

fabricacion de mutantes.



SUMMARY

Salmonella remains the most common causal agent in human gastroenteritis.

Colonizations and penetration of the intestinal mucosa is commonly accepted as a first step in the
establishment of infection. Recent evidence suggests that fimbiral adhesins of Salmonella play an
important role during bacterial attachment to and invasion of the intestinal mucosa in vivo and in
vitro.

Directed mutations in the Salmonella genome has alouded the identification of host-specific
intestine colonization factors. Among the factors that influence intestinal colonizations are
fimbriae. S. typhimurium has 12 fimbrial operones that assembly via chaperone-usher, 11 of this
operones are located at the genome (stc, bcf, fim, Ipf, saf, stb, std, stf, sth, sti, stj), and one is
encoded by the plasmid (pef), it also has one operon form the nucleator-dependient assembly
pathway (csg).

The recent sequence of S. enteritidis genome shows that it also possesses the same 12 fimbrial
operones, fimbiral operon peg has been identified as unique and it also assemblies via chaperon-
usher pathway, it has been shown that when is mutated there is a significative difference in
chicken virulence, peg fimbriae is also present in S. gallinarum y S. pullorum indicating that it
might be necessary for avian colonization. Lpf fimbriae is involved in Peyer Patches adhesion,
where by mutating it, Salmonella virulence decreases in mice 20%, this fimbriae is considered to
be important in the pathogenicity of Salmonella. Although, there are few studies which is shown
the roll in fimbrial mediated colonization in poulty.

In this experiment is shown that there are not any differences between the wild strain of S.
enteritidis and S. enteritidisA in chicken embryo infections. Eventhoug, longer experiments will be
required since long term persistence of bacteria was not evaluated, and it cannot be preclude the
possibility that there is no difference between the two strains.

The plasmid pKD46, which uses A Red system (y, 8 y exo) was used in this experiment, the mutant
was accomplished by using PCR products, since the plasmid allows recombination of lineal DNA
and avoids degradations.

Previous studies had shown that this plasmid is highly efficient in the fabrications of mutants.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Las bacterias del género Salmonella sp. pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. Son el agente
causal de aproximadamente mil trescientos millones de muertes anuales en el mundo debido a

complicaciones gastroentéricas [1].

El género Salmonella fue descrito por primera vez en 1880 por Eberth y aislada en 1884 por
Gaffky. Inicialmente la diferenciacion de las cepas se realizaba mediante reacciones en suero y por
muchos anos, a cada nuevo serotipo se le designaba como una nueva especie. En la actualidad, el
género Salmonella sp. consta Unicamente de dos especies: Salmonella enterica y Salmonella
bongori , sin embargo, por costumbre, se sigue escribiendo S. typhimurium en vez de S. enterica

serovariedad Typhimurium [2-5].

Anteriormente S. typhimurium era el agente causal mas comun de la gastroentritis en humanos,
sin embargo, desde 1950 comenzaron a cobrar importancia las infecciones por salmonellas de
serovariedades diferentes a Typhimurium (NTS por sus siglas en inglés Nontyphoidal Salmonella)
[6] y para 1990 esta serovariedad habia sido desplazada por S. enteritidis, convirtiéndose este en

el principal agente causal de la salmonelosis a nivel mundial [4, 7-9]

Se ha planteado que desde 1980 S. enteritidis emergié como el serotipo de mayor importancia en
la salud humana a nivel mundial. En Inglaterra, desde 1969-1970 hubo un aumento en los casos de
salmonelosis humana, de 151 casos por afio aumentd hasta 913 casos por afo, los cuales se
correlacionaron con salmonelosis en pavos. Mas tarde se observé un aumento en la incidencia de
6,858 casos a 15,427 casos por cada 100, 000 habitantes, representando este un aumento del 81%

[9-11].

En Estados Unidos, durante 1980 S. enteritidis emergi® como una causa importante de
enfermedad en humanos. En 1976 la incidencia de casos por S. enteritidis era de 0.55 por cada
100,000 habitantes, lo cual representaba Unicamente el 5% del total de su poblacion. De 1988 a
1996 el porcentaje de casos por S. enteritidis a nivel mundial aumentdé de un 47% a un 55%,

aumentando de igual manera las infecciones por Salmonella sp. hasta un 24.3% [6, 10].



El incremento de NTS fue similar en la avicultura, vinculandose de esta forma a la salud publica [9,
12, 13]. Estudios epidemioldgicos demostraron que existia una asociacion entre el aumento en la
gente enferma y el consumo de huevo, esto debido a que S. enteritidis es el Unico patdégeno de
humanos que puede contaminar el huevo de forma rutinaria [8]. Pese a que se conoce la forma de
transmisidon de S. enteritidis, no esta claro como este patdgeno se convirti6 en un problema

asociado al consumo de alimento y recientemente, al consumo de huevo [13].

En distintas ocasiones se ha planteado la teoria de que en algunos paises la erradicacion de S.
gallinarum (7, 9, 13, 14] y S. pullorum abrid un nicho en las explotaciones avicolas que permitio a
S. enteritidis colonizar mas frecuentemente al ser transmitido por medio de roedores que son sus

reservorios naturales y permiten la diseminacién de la bacteria en las casetas avicolas[7, 8, 15].

En México, en el 2009, se reportaron 129, 459 casos de salmonelosis

(http://www.dgepi.salud.gob.mx/boletin/2009/sem48/pdf/cua4.1.pdf). Los fagotipos mas

comunes de aves son el 4 y el 8, en humanos el fagotipo mas cominmente aislado es el 4 [16].

1.2 Caracteristicas microscépicas, morfologia y fisiologia de Salmonella sp.

Las bacterias del género Salmonella sp. son mdviles, excepto S. pullorum y S. gallinarum, son Gram
negativas, de forma cocobacilar; el género Salmonella sp. se encuentran intimamente relacionada
con Escherichia coli. Miden de 0.7 a 1.5 X 2.0 a 5.0 um. Son anaerobias facultativas y crecen bajo
condiciones tanto de aerobiosis como de anaerobiosis. La temperatura dptima de crecimiento es
de 37°C, sin embargo, pueden llegar a crecer a temperaturas de hasta 45°C. El rango de pH en el
cual puede crecer Salmonella sp. varia entre 4.0 y 9.0 donde el éptimo es de 7.0, aunque algunas
caracteristicas tales como fimbrias o flagelos pueden no expresarse en condiciones extremas de
pH. No son nutricionalmente exigentes y pueden crecer en agares bdsicos, tales como agar
peptona o agar nutritivo. Las colonias de Salmonella sp. miden tipicamente de 2 a 4 mm de

didmetro, son redondas y con bordes suaves [5, 8].



1.3 Especies del género Salmonella sp.

Como se menciond anteriormente, el género Salmonella sp. comprende dos especies: S. enterica

la cual tiene mas de 2 500 serovariedades y S. bongori [3].

En el caso de S. entérica se subdivide en seis subespecies:

. enterica subespecie enterica
. enterica subespecie salamae
. enterica subespecie arizonae
. enterica subespecie diarizonae

. enterica subespecie houtenae

[ ]
n n %) n On %)

. enterica subespecie indica

Actualmente se conocen mas de 2,400 serovariedades dependiendo del antigeno O y del flagelar
(H) [1, 5]. Las serovariedades que han sido aisladas a partir de casos clinicos humanos o en la
practica veterinaria, de forma histérica les han asignado nombres que denoten el sindrome que
ocasiona como en el caso de S. typhi que produce fiebre tifoidea, por especificidad de huésped
como S. cholerasuis que infecta cerdos, o por el origen geografico de donde se aislé por primera

vez dicha serovariedad como en el caso de S. dublin [1, 4, 6].

1.4 Epidemiologia

La salmonelosis es considerada una infeccidn oral/fecal, sin embargo, Salmonella sp. puede ser
inoculada directamente al alimento, como en el caso del huevo o leche [4]. Por otro lado, se ha
observado que los animales de produccidon pueden ser considerados como los mayores reservorios
de bacterias enteropatégenas, las cuales se estima ocasionan 1, 412, 498 infecciones en humanos,
16,430 hospitalizaciones y 582 muertes anuales en Estados Unidos [17, 18]. Los animales se
pueden infectar por 2 vias: a) el consumo de alimento contaminado, lo cual la FDA ha demostrado
en numerosas ocasiones en diferentes especies animales como cerdos, gallinas, pollos, ganado,
pavos y ratones; y b) mediante la entrada del patdégeno a causa de escasas medidas de

bioseguridad o higiene en las explotaciones animales (Figura 1) [8, 17]. Cabe mencionar que los



vegetales regados con aguas contaminadas pueden infectar al humanos si estos son consumidos

de forma cruda o no son desinfectados de manera apropiada [17].

Infeccién via oral

/ en animales, \

ausencia de signos

Supervivencia y Crecimiento en 6rganos de
multiplicacién del los animales, acceso de

patégeno en la forma eficaz de la bacteria
granja a la glandula mamaria,

T huevo, bazo, entre otros

Contaminacién de la granja por humanos, L
Superviviencia de la

bacteria y seleccion de
variantes mas patégenas

|

Consumo de alimento
contaminado por humanos

alcantarillado, roedores, aves ajenas a la
granja, otras fuentes

e Enfermedad en humanos <—

Figura 1. Ruta de infeccidn de humanos por S. enteritidis. Aunque se muestra un cuadro donde la

ruta primaria de infeccidn parece ser lineal, esta también puede ser ciclica [8].

Los vehiculos mas comunes de transmision son:

Carne cruda y algunos productos carnicos que suelen consumirse semicrudos
e Productos y subproductos de ave crudos o mal cocidos

e Huevo o productos que contengan huevo crudo

e Lechey productos que contengan leche no pasteurizada

e En algunos casos, jugos de frutas no pasteurizados y mayonesa casera.

Otras formas de contagio son mediante el contacto directo con animales vivos infectados, con

tejido infectado o directamente con el microorganismo [4, 6, 8].

Los humanos son suceptibles a S. entérica, principalmente a las serovariedades Enteritidis y
Typhimurium [4], [19]. En Estados Unidos la CDC reporté que aproximadamente el 60% de los
casos de salmonelosis en humanos son causados por: S. enteritidis 24.7%, S. typhimurium 23.5%, S.

newport 6.2% vy S. heidelberg 5.1% [13].



Para que Salmonella sp. pueda ocasionar enfermedad en nuevos hospederos requiere de
adaptarse al nuevo entorno, por ejemplo, S. typhi es capaz de ocasionar Unicamente enfermedad
en humanos y primates superiores, S. dublin produce enfermedad en el ganado y S. cholerasuis
causa enfermedad en cerdos, a diferencia de S. typhimurium, la cual es capaz de ocasionar
enfermedad en diferentes especies animales como: bovinos, cerdos, borregos, caballos, aves y

roedores [20, 21].

Las distintas especies de Salmonella sp. son causantes de sintomatologias que van desde la
fiebre tifoidea, diarrea/enterocolitis y bacteriemia hasta los portadores asintomaticos. La
manifestacién de la enfermedad depende de la susceptibilidad del hospedero y de la serovariedad

con la que se infecto el hospedero [1].

La fiebre entérica es causada principalmente por S. typhi y S. paratyphi y ocasionalmente por
otros serotipos, mientras que, aproximadamente 2000 serotipos han sido asociados a
enterocolitis, aunque sdélo 10 serotipos son los causantes de la mayoria de las infecciones, siendo

los mas frecuentemente aislados S. typhimurium, S. enteritidis y S. heidelberg [5, 22].

El periodo de incubacién por lo general es de 6 a 48 horas y es seguido por dolor de cabeza, dolor
abdominal, diarrea y vOmito. La diarrea puede contener sangre, leucocitos y moco. También es
comun la fiebre, malasia y dolor muscular. Los sintomas se resuelven en una semana, en los
adultos Salmonella sp. se sigue eliminando en heces hasta por 8 semanas pero en el caso de nifos

menores de 5 afios se puede seguir eliminando hasta por 20 semanas, [5].

Por estudios en voluntarios se ha estimado que la dosis necesaria para iniciar la infeccién es de 10°
a 10" UFC, sin embargo, esto puede variar dependiendo de la cepa, el alimento consumido junto
con la bacteria y el estado fisiolégico del hospedero. Se ha propuesto que es necesario consumir
grandes indculos para poder superar la acidez del estdmago, debido a que la dosis infectante
disminuye cuando Salmonella sp. es consumida con alimento que atraviesa rapidamente el
estdmago (como liquidos), o cuando es consumida con alimentos que neutralizan el pH acido

como los quesos o leche [5, 23-25].

Se ha observado que Unicamente las serovariedades S. typhimurium y S. enteritidis pueden
infectar los drganos reproductores de las aves, contaminando los huevos durante su formacion.

Sin embargo, sélo S. enteritidis puede persistir en el huevo aun después de haber sido puesto [26,



27], siendo esta la forma de transmision de la bacteria al humano al consumirlo mal cocido y en

sus subproductos [21].

Bajo condiciones normales, las aves infectadas con S. enteritidis no presentan signos perceptibles
de la enfermedad. Por el contrario, las aves que estan infectadas con S. pullorum o con S.
gallinarum muestran una disminucién drastica en la produccién de huevo, asi como, mortalidad y
pérdida de peso. Por lo general, S. enteritidis no es patégena para las gallinas, excepto las cepas
adaptadas a las aves, las cuales causan un granuloma ovarico localizado, considerado como lesion

patognomonica, que es muy poco frecuente y se le conoce como “lesion de Pullorum”: [8].

En pollitos recién nacidos y en aves bajo condiciones de estrés extremo Salmonella sp. puede
llegar a ocasionar severas enfermedades sistémicas [19, 28]. En pollos jévenes la infeccidn con
Salmonella sp. ocasiona diarrea y lesiones intestinales, infiltrado leucocitario en el sitio de

infeccion, inflamacion y dafo a las vellosidades [19, 29].

En aves la infeccion por Salmonella sp. inicia por la ingestion de la bacteria, seguido de la
colonizacion intestinal, posteriormente penetra la mucosa del epitelio intestinal resultando en una

infeccidn sistémica, la cual conlleva a la colonizacién del higado y bazo [19].

Suecia, Finlandia y Noruega son paises que han logrado eliminar completamente la salmonelosis
en los animales de produccidn; esto ha sido gracias a una politica implementada hace varios afios,

donde se propuso una “cero tolerancia” para Salmonella sp. [4].

Se sabe que los animales de produccidn son reservorios de varias enfermedades que pueden ser
trasmitidas al humano. La alimentacion es el principio de la cadena de seguridad alimentaria en el
modelo “de la granja a la mesa”. Otros estudios han demostrado que el alimento que se utiliza
para los animales en explotacion suele estar contaminado con serotipos de S. enterica no tifoidea
y esto puede conllevar a la infeccidn o colonizacién de dichos animales. En mas de una ocasion se
ha observado que el consumo de animales colonizados por Salmonella sp. ha provocado
enfermedad en humanos. En 1958, en Israel se observaron varios casos de salmonelosis humana,
los cuales estuvieron asociados al consumo de higado de pollo. El serotipo causante de la
enfermedad fue S. hadar y al rastrear el origen de la contaminacién se descubrid que este
serotipo se encontraba presente en el alimento que se les proporcionaba a las aves de dicha

granja [17].



Otro caso similar se observd en Inglaterra en 1963, donde 77 personas resultaron enfermas. Al
rastrear el origen de la enfermedad se descubrié que fue por el consumo de leche procedente de
una vaca con mastitis debida a S. heidelberg [17, 30]. Debido a lo anterior, se ha sugerido un
sistema de vigilancia para el alimento animal, asi como, la integracidn de un sistema de vigilancia
de enfermedades humanas de origen alimentario, donde una politica de cero tolerancia a

Salmonella sp. en el alimento debera ser implementada mundialmente [17].

1.5 Factores de virulencia

Esta bien establecido que Salmonella enteritidis es capaz de persistir en el tracto gastrointestinal y
en el tracto reproductivo de las aves sin que haya signos clinicos; sin embargo, los mecanismos
moleculares que median la colonizacidn para estos lugares siguen siendo poco claros [31-33]. Se
desconoce por que algunas serovariedades de S. enterica se asocian a enfermedades entéricas en
un amplio rango de hospederos (Enteritidis y Typhimurium), mientras que otras estan restringidas
a hospederos especificos (Gallinarum en aves de corral y Typhi en humanos). Mutaciones en el
genoma de S. typhimurium ha demostrado que usa tanto factores especie-especificos como
conservados durante la colonizacion del intestino en diferentes especies [31, 34-36]. Entre los
factores que promueven la colonizacidn intestinal, se encuentran las fimbrias, las cuales median la

interaccion entre la bacteria y el hospedero [31].

El genoma de S. typhimurium LT2, mide aproximadamente 4.8 Mb y tiene un plasmido de
virulencia que mide 94 Kb. Con base en la secuencia de S. typhimurium se sabe que su
cromosoma contiene de 11 operones fimbriales que se ensamblan por la via chaperdn-
acomodador: stc, bcf, fim, Ipf, saf, stb, std, stf, sth, sti y stj, (Figura 2-A). El operdn pef, que
también se ensambla via chaperdn-acomodador, se encuentra localizado en el plasmido. S.
typhimurium tiene otro operdn que codifica para una fimbria que se ensambla mediante el

sistema de nucleacidn precipitacién, llamada agf (anteriormente conocida como csg) (Figura 2-C).

Recientemente se describid el genoma de S. enteritidis observandose que presenta los mismos
operones que S. typhimurium excepto por dos, el genoma de S. enteritidis no presenta los
operones stc y stj, en lugar de ellos estdn los operones ste y sef, de igual forma, presenta un
operdn mas: peg, el cual también se encuentra en S. gallinarum y S. paratyphi y el cual presenta

un 60-70% de homologia con el operdn stc de S. typhimurium y el cual se encuentra localizado



practicamente en la misma regidon génica. Este operdn también es ensamblado mediante el

sistema chaperén acomodador [31].

El pili tipo IV se ensambla mediante el sistema general de secrecidn, este sistema es independiente
de chaperonas ya que la plataforma de anclaje del pili se ubica en la membrana interna, por lo que
no es necesario transportar a través del periplasma las subunidades fimbirales o pilinas. En
Salmonella sp. no se han encontrado genes que codifiquen para este tipo de fimbrias (Figura 2-B)

[3].

En Salmonella sp. también se encuentran fimbras ensambladas por el sistema alternativo
chaperén-acomodador, estas fimbrias se encuentran en la superficie de E. coli enteropatogena
(EPEC) y se asocian a la colonizacidon del intestino del hospedero. Por microscopia electrdnica se

observa que tiene un gran similitud con las fimbra P de E. coli (Figura 2-D).

El estudio de estos operones ha resultado dificil, ya que Unicamente las fimbrias tipo 1 y agf se han
logrado expresar de forma adecuada in vitro, no existe informacion acerca de la especificidad de
ensamblaje de estas fimbrias, por lo que Unicamente se pueden hacer hipdtesis acerca del

funcionamiento y ensamblaje de los 11 operdnes restantes [37, 38] .
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Figura 2. Representacion esquematica del ensamblaje de las fimbrias. A) Ensamblaje de las
fimbrias de acuerdo al sistema chaperdn-acomodador, B) Ensamblaje del sistema general de
secrecién, ausente en enterobacterias, C) Sistema de nucleacidn precipitacion, D) Sistema
alternativo chaperdn-acomodador, este ha sido descrito en la formacién de algunas fimbrias de E.

coli [38].

Estos operones se organizan en tandem (Figura 3), donde primero suelen estar las subunidades
mayoritarias; los chaperonas y acomodadores suelen ubicarse en el centro del operdn y al final

suelen encontrarse a las adhesinas [5, 39].
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Figura 3. Organizacion de cuatro operones fimbriales de Salmonella sp. Las subunidades
mayoritarias estan indicadas con el color amarillo, las chaperonas estadn indicadas en verde, los
acomodadores en azul, las subunidades minoritarias en negro y los genes que codifican para

proteinas reguladoras en rojo Debajo de cada gen se indican las pares de bases que lo conforman

[5].

La fimbria Long Polar Fimbriae (/pf) esta implicada en la adhesidn a las placas de Peyer en ratones
[40-42]; in vitro se ha observado que la fimbria fimH media la adhesién de Salmonella sp. a células
HEp-2 [43]; la fimbria codificada por el operdn pef es necesaria para que Salmonella sp. pueda

adherirse a las vellosidades del intestino delgado de los ratones [44, 45].

Se ha demostrado que E. coli enterohemorragica O157:H7 tiene tropismo por las placas de Peyer,
el cual puede estar asociado a genes con gran homologia a la fimbria LPF, que es considerada la
responsable de la adhesion de S. typhimurium a las placas de Peyer. En experimentos con
bacterias deficientes en uno de los genes que codifican para LPF, el tropismo bacteriano cambia,
adhiriéndose a la regidn proximal del ileon en vez de a la regidn distal, confirmando el tropismo
gue confiere esta fimbria por células de una region anatémica especifica [39, 41]. Sin embargo, en
Citrobacter rodentium las mutaciones en el operdn LPF no le confiere tropismo a tejidos o células
especificas, ni media la adhesion, al menos en el modelo murino [39]. Se ha demostrado que
aparte del operdn Ipf, los operones fim, bcf, stb, stc, std, sth y csg se encuentran involucrados en la

virulencia de S. typhimurium en ratones [36]
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En S. enteritidis, la mutacion de la subunidad mayoritaria de Ipf no produce diferencias la
colonizacion cecal, no observandose diferencias significativas en la cantidad de S. enteritidis cepa
de campo y S. enteritidis AlpfA recuperadas a partir de heces, bazo e higado. Esto confirma que la
mutacion de este operdn no se traduce en una disminucidn de la virulencia en aves, respecto a las
cepas de campo, inclusive, cuando se evalian mutaciones combinadas de los operones Lpf, Sef y
Csg no se observan diferencias significativas en la colonizacion de intestinos de aves, a diferencia
de mutantes en los genes stbC, csgD y sthB, los cuales si han demostrado estar implicados en la
colonizacion del intestino de las aves. En el modelo murino, la delecion o mutacion de los
operones Lpf, Pef, Fim o Csg muestra una disminucidn de la patogenicidad. Sin embargo, muchos
de los experimentos reportados fueron realizados por periodos de tiempo cortos, por lo que no se
puede excluir la posibilidad de que alguna de estas fimbrias tengan un papel en la persistencia a
largo plazo en los intestinos de las aves o que inclusive estén involucradas en el tropismo de el

tracto reproductivo o en el huevo [31].

Se considera la adhesidn como un primer paso para que se pueda llevar a cabo la infeccion y
posteriormente la colonizacidn; para esto es necesario que la bacteria entre a la célula del
hospedero y esto lo logra mediante una serie de moléculas efectoras que inducen el rearreglo del
citoesqueléto de la célula eucarionte. Salmonella sp. ha adquirido un sistema especializado de
secrecidon de proteinas denominado “Sistema de Secrecién Tipo llI” o SSTT, el cual es capaz de
inyectar en la célula blanco del hospedero diversas proteinas efectoras [46, 47]. Se sabe que
Salmonella sp. posee dos Sistemas de Secrecién Tipo lll, codificados por dos islas de patogenicidad
(SPI1 y SPI2) [48]. Estos rearreglos del citoesqueleto inducidos por Salmonella sp. le permiten a la
bacteria penetrar a la célula (Figura 4), evitar la fagocitosis y de esta forma diseminarse por el
torrente sanguineo, colonizar distintos érganos como el bazo o higado y provocar septicemia [49,

50].

La isla de patogenicidad 1 (SPI1) es una regiéon de aproximadamente 40 Kb ubicada en el
centisoma 63. El sistema de secrecion para el que codifica es necesario para la secrecién de las
proteinas que ocasionan la formacidn de los lamelopodios en la célula del hospedero y permiten la
internalizacién de la bacteria, dos de las proteinas efectoras son SopE y SptP, que interactian con

GTPasas de la familia Rho [47, 48, 50].
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Proteinas del hospedero Proteinas efectoras de salmonella

Figura 4. Internacion de Salmonella sp. Representacidn de Salmonella sp. la cual se esta
internando en una célula eucarionte, donde se pueden observar algunas de las proteinas efectoras

de la SPI1, las cuales son necesarias para la formacion de los lamelopodios [47].

La segunda isla de patogenicidad (SPI2) se localiza en el centisoma 31, mide aproximadamente 40
Kb, codifica para un segundo sistema de secrecidn tipo Il y es necesaria para ocasionar

infecciones sistémicas (Figura 5) [50].
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Figura 5. Participacion de las islas de patogenicidad en la patogenia de Salmonella sp. En el
esquema se muestra las funciones de las dos distintas islas de patogenicidad, donde se observa
que la SPI1 es necesaria en las etapas tempranas de invasion, para permitir la entrada a las células
del hospedero, evitar la fagocitosis y la diseminacidn y colonizacién en organismo. En cambio, la
SPI2, es necesaria para la diseminacidn sistémica y la replicacién en macréfagos, evita la fusidon

fago-lisosoma [48].
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1.6 Estructura molecular de la fimbria Pap y las fimbrias tipo 1

Hasta la fecha se han identificado por lo menos 37 filamentos adhesivos en la superficie de
microorganismos Gram negativos [51], a su vez, se encuentran mas de 30 chaperonas similares a
PapD [52]. Las fimbrias mayormente estudiadas del sistema chaperén-acomodador son las
fimbrias tipo 1 y las fimbrias Pap, ambas pertenecientes a E. coli. La fimbria Lpf utiliza el sistema
chaperdn-acomodador para su ensamblaje, se han encontrado secuencias homélogas a esta
fimbria en otras especies del género Salmonella e inclusive en otros microorganismos Debido a la
alta homologia que existe entre Lpf y la fimbria Pap, se ha sugerido que esta fimbria se ensambla

mediante un sistema chaperdn-acomodador [3, 31, 53-56].

La fimbria tipo 1, estd en una adhesina pequefia formada por FimH [53]. La estructura principal de
las fimbrias consiste de 500 a 3000 copias de la subunidad mayoritaria, teniendo 3.28 subunidades
por vuelta, mide aproximadamente 2um y tiene un grosor de 7nm, estas se ensamblan en sentido
de las manecillas del reloj [51, 52, 57]. En el caso de la fimbria Pap, la subunidad mayoritaria la
forma PapA, PapE se encuentra formando la fibrilla mientras que PapK es un adaptador que liga
estas dos estructuras. PapG es la adhesina que se encuentra unida a todo el complejo mediante el

adaptador PapF [53, 58, 59].

Durante la biogénesis de la fimbria, todas las subunidades son transportadas por la chaperona, y
mediante estas pueden ser transportadas sin ser degradadas gracias al mecanismo llamado
complementacion de la hebra donadora (DSC por sus siglas en inglés Donor Strand
Complementation) (Figuras 6 y 7) [53, 54, 59, 60]. Las chaperonas tienen un ensamblaje similar al
de las inmunoglobulinas (lg), consistiendo de dos dominios que asemejan a la figura de un
boomerang [53, 58]. De igual forma, las subunidades consisten de dos dominios, el dominio de la
pilina y el dominio de unién con el receptor, estas también tienen un ensamblaje similar al de las
inmunoglobulinas, pero en el caso de las subunidades fimbriales carecen de la séptima B-plegada
carboxy-terminal (o region G1 G1), lo cual produce una hendidura hidrofébica en el nucleo de la
proteina. Esto produce una inestabilidad en las subunidades, la cual desaparece al
complementarse con las chaperonas, evitando de esta forma, la agregacion de subunidades
protéicas en el periplasma bacteriano que pudieran resultar en agregados toxicos [53, 55, 58]. La
hebra G; de la chaperona provee la hebra faltante en el domino de la subunidad Ig, interactuando

residuos de Arginina y Lisina que se encuentran en la bisagra de la chaperona con la regidn
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carboxilo-terminal de la subunidad. El ensamblaje producido es el de una Ig atipica, ya que la

hebra G; corre de forma paralela en la chaperona (Figura 8) [53].

Las subunidades fimbriales, al ser transportadas por las chaperonas dejan libre su extremo N-
terminal, el cual contiene un motivo altamente hidrofébico que Unicamente interactua con otras
subunidades, para de esta manera realizar la extensién fimbrial. Se ha propuesto que durante la
biogénesis fimbrial, el extremo N-terminal de una subunidad desplaza la hebra G1 de la chaperona
mediante un mecanismo llamado intercambio de la hebra donadora (DSE por sus siglas en inglés

Donor Strand Exchange) (Figura7 y 9) [53, 61-63].

Figura 6. Interaccion DSC entre FimC-FimH. El complejo chaperona-adhesina. FimC se muestra en
negro, FimH en gris. Los aminodcidos Leucina e Isoleucina (Leu103, Leul05 e Ile107) forman parte
del nucleo hidrofébico de la pilina, permitiendo el plegamiento y la exposicién del domino

hidrofilico y este a su vez, la interaccidn con la chaperona [53].
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Figura 7. Biogénesis del pili P. Los pilis P forman parte de una gran familia de organelos que se
ensamblan mediante chaperonas similares a PapD con sus respectivos acomodadores. En el
apartado (1) se muestra una micrografia electronica de un pili P y un pili tipo 1 de E. coli. El
apartado (2) muestra como en la ausencia de la chaperona, las subunidades se segregan en el
espacio peripldsmico, las cuales posteriormente son degradadas. A través del mecanismo DSC la
chaperona estabiliza las subunidades fimbriales tal como se muestra en los apartados (3 y 4). Este
mecanismo previene la polimerizacién prematura de las subunidades, las cuales después de ser
transportadas por la chaperona, son transportadas al espacio periplasmico para poder llevar a
cabo en ensamblaje (5), el ensamblaje de la subunidad adyacente se denomina DSE (7 y 8). El pili

maduro continua su crecimiento hacia el exterior de la célula al espacio extracelular (8 y 9) [53].
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Figura 8. Diagrama esquematico de DSC y DSE. Las hojas B y las hélices son representadas como
flechas y cilindros respectivamente. A la izquierda el diagrama de la unién de una subunidad y la
chaperona en color rosa. La regidon N-terminal se muestra como una region desordenada en la
hoja Al. En la chaperona, sélo la hoja G1 se muestra en gris, la cual complementa el plegamiento
de la subunidad insertandose entre las hojas A2 y F, por lo que forma un plegamiento de Ig
atipico. La complementacién de la hebra donadora es designada como DSC, por sus siglas en
inglés. A la derecha, la misma subunidad se muestra en rosa. La regién N-terminal esta insertada
entre las hojas A2 y la F de otra subunidad mostrada en verde. Su hendidura esta ahora ocupada
con la region N-terminal por la subunidad subsecuente la cual se muestra en azul obscuro. Esto es

referido en la literatura como DSE o intercambio de la hebra donadora [59].
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Figura 9. Interacciones subunidad-subunidad. El extremo N-terminal de una subunidad
reemplaza la hebra G; de la chaperona la cual completa la forma de Ig de la subunidad precedente

[53, 59].

1.7 Secuencia del Operdn Long Polar Fimbriae (LPF) de Salmonella typhimurium LT2

TTATTCGTAGGACAGGTTGAAGTCCACTTCTGCGTTACCGTAACCAGTGGTTACAGTATCTTTTGTTGCAACG
TAGTTAGCGGTGTAGTACAGCACGGTCTGACCAGCAGCCAACGTAGTGGTGGATTTACCGGTGTTCATTTC
AACAAGCTTGTTAGCGTTGTCGTAGATACCGATGCCCACGCCAGTTGCCGCACCTGCTTCAGTGTTAACAGA
AACCAGTGTCGCATCGTCTGTATCACCAACGCCATTGAAGCTTACGTTAACTTTGGTATTAGAGGTGATGTC
ACAGTCTTCCAGTTTGATCTGGAAAGGCTTAGAAGAAGACTTGTCGCCAATGGCTTTGAAGATATTTITCTT
AACCTGACCCAGCACAACTTCCTGGTTCTGGGAGTCAGTAGAAACGACGCATGGCGCGTCAACGATTTCAC
CGGTGAATTTAATGGTGCCGTCACCAGATTCAGCAGCGAAAGCAGAAGTGGAAACTACAGCGAGAGCAGA
CAGAGCAAAAACAACCTTTTTCATTAAAAACTCCATTAGTTAACGCGCTGTGTCAACATGTCGCCAGCAGTG
CCAAAGTCATTAATAATGTTGTATTTAACTTCGCTTACCTTGCCGGTGCCGGCTGGCAGTTCAATATTCAATG
AGCCTTTTGCCGGAACCATTCCCGTTTTTTCAATATCACGGCCGTTGGCATAAAATTTATTAAACGTCAGGTT
AAAGGCAGATGGGTTTTCCACTTTGATCTGGTTAGCCCCTGCGCTGGTGAACTGCAGTTTGTTCCAGCCGTC
CATGCTATTGCCTTTCAGGCCCGCCGGGCGATAGAACAGTTTTAAGCGGGTACGTACGGCGATCTGCAGTA
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CGTTTTTAGCTTCCGCGTCTTCACTTTTGGCAGGAATAGCTTTTACGTTAATCCAATAAACGGACTCGCGATC
CTGCGGTAACGTGTTCGTCGTATTAACAATACGTAAAACGTTATTTTTAGTCGGGCTTAATTTAAATAACGGT
GGAGTGATGATAAAGGGCGTCTTTTTATTACCGTTAGCATCATCAATCCATGACTGAATGAGAAATTCATCC
GTGGTGCTTTTATTATTTACCGTAAGAGAAGCTTCCTTTCTACTACCGTCATAAATAACACGCGTGCTGCTTA
ATGCCACGCCTCCGGCAAAACTGTTTTGAGCAATCAACGCCAGCACCAGTGCTGTGCAAGATATCAAACGT
GAGCGGTTCATTTACCGGCAGACGGCATTCGCCATCACCACGCCGGTATTATCCTGTTGTTCCGGCAGCGTA
AACGCCACGCGGCATTGCTGTGCCTGGTCTTTACCCCAGTTCACCTGAAGGGCACCTTTCTCCGGCATCCCG
CTGATATAAAGCTGACCGTCTTCACCCACAATGCTGCTGGACTCTTTTGTGGTATCCAGCAGCGTGGCGGTA
GCACCAAACGGCACCGCTTTGCCATTGGCCTGCGTCAGATTCATCAGCACACGATAGCCCACTCGGGTATCG
AAGCGGGCACGAACAATCGCGCCGCGTGTCGGCACTACGTTGACGGAGGCGGTATCCAGGTCAACCTGGT
TGTTCAGGCTGTCGCTTCGCAGTGAGACTTCCGTTTCACGGTACGGAGTAAGGTAAGGTACGACCGCATTA
CCCATCCAGTCCACTTCCACACCACCGTTGTTGATCACGTGCGCGCCGCGCGCGCCCGGCGCGGAGATAAT
GGCCATGGATTCACCCAGCGGTTGAGAAAGAGTGATACCTTCGCTATGGGCTATCACACCGCCGCGCAAAC
CGTAGTTCACCTGCTGGCCGTCACGGTTGTAGTTGTAACCCAGGCTGGCGCTACCCACGCCGCCCTGGTAAT
CCAGGTTCACGCTGCCGCTGTTACCCACGCCGTTGCTGCCGTAGCCTTCCTGCACACTATAGTTCAGGTTGT
GGTCTTCCAGCGCGGTGCCGCTCACCCCTAACTGCTGGTTGGTTCGGCCATGCTGATCGGTCGTGAGGTGG
TAGTTACTCCACACGCGTCCCAGTGGAATCGACATGGAGAATGACAGTAAACGATCGCTCTCATCCCACTCC
GGGCTTTTCGTCCAGGTGTAAGCAACGCTGTAGTTCACGCGGCCAATACGGCCGTTATAACCGGCATTCAG
CGAACGCTGTTTACCTTCATCGTTCCAGTAGTCCTGCTGCGTGACGTTAAAATAGACCGAGCCCCAGGCGCC
CAGTTGCTGCGTCACGTTGCCCTGAATCTGACTACGTTTGTGGTACTGGCTATAAGAGCTGTCCGCATCGCT
GCGCACATCCGTCGCTTCCTGGAAGGTGTAATAGCCGCTGGTCGAATACTTGTAACCCAGCAGACGGAAAT
CTGTACCGCTGTTAAAGCTCTTGGAGTAGAGGAAACGATAAGACTGACCTTCCGAATTCTCCTCATTTGCCA
GCTTGCTTTTTGCCTGGGTTACATCGATGGAGATCGCGCCGATATAACCGAAGTTTTTACCTAATCCTCCCGC
CAGCGAGTAATAGTCGTCAGAGAAGATCGCACCACCGTAAACGGTAAAGCCATACGGCAGGCCGTACATG
GCATCAAGCTGCCCGAATTTCGGCTCGGCGCTGTTATAGTTCCCGGCACGGTATTCCCCGGCGGAAAGGCT
GTATTTGAGATGGCCTTCACGCTGGAGGAGCGCCACCGAGGAGAACGGCTGAACGAACTTCTGCTCACTGC
CGTCCGATTCTTTAATGGTGACCGTCAGGTCGCCGCTGTTTGAGGTTGGATACAGGTCGTTAATTTCAAACG
CACCCGGCTGAACAAACGTACGGTAAATAACGTAGTTGTTCTGCTCAACGGTAACTTCGGCGTTACTTTTGG
CAATACCCCGGATGACGGGCGCAAACCCGCGCTGGCTGTCAGGCAGCATCTCTTCGTCGGAAGTTAACTGC
ACACCGCGCATCTGAACGCTGTCAAAAATATCACCGGCAGTGGAGGTATCCCCCAACGTCAGCTGTGATTTC
AGCGGTACAATGGCACGGCTTAAGGATGTGCCAATGTTATCCCATGTGTTGTTACCGTCGTTTCGCGTCCAG
GTGCTATAGTTACGTAACCGCCATGCCCCCAGGTTCATACCGCTGCGCAGATTCAGATAGTAGCTGTCGCTG
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TTGTAGCTGGTTTCACTGTCGTGTGCGTCATAGCTGGCGTTGCTGCCGGAAAAGTTATAATCCACCAGCAGG
GCATTCACCCCTTCGTCCCACTGCGATTCTGGCACCGTACCGCGCGCTGTCTGCTTCATCGCAGCCTGCGGG
AAGCTCATGATCAGGGTCTGGTCTGCAAAGTCGAAATGGCTGGCGGCCTGGGGAATAATGTCGTCAAAAG
CAACACAGGCTTCAGGCGGGGCCATTTTCAGCGCCGGGAAGCTATCAATACGCACGCCCATATCTTCAAGC
TGCACGCGGCTTAAGCACGGCACCAGGGATTCACCCATTTTTGCGCGCTGCGCCTCTGTCGCTGCCTTAAAC
TCCAGGGTGCGAGACTCCATTTTTTTTTCGTTGACCACCACCGAGACGCGGTATTTACCTGGCAGGTGTTCA
GCTTTATTGGATTCATACATTGAAAGGTCAACGTGCTGATCAATACCCGGCACATCCTCCAGAAAGCGCGG
GTTAAATGTTCCCGCATACGCGGGGAGCGTACCCGCTATCATCAGCGCAAGCGCAGACTGCGTGAAACGCG
AGGTCTTATTGCCCAGAGGAAGATGCGTCCATGTCATTTACTCCACATCAATACGCATGGTGGCAATTCCCT
CGAAATCCCCGGCGGCCGGCAATTTGCCGGTGGTACTGATAGGGTAAGCCGAAATGGTCGTTGAGGCGGT
ACGGTGCGTGTCGTCAACAAGACCCGATACGCTCAGCTCCTGATTAACACTGGCGTCATTTGGCACCAAAAT
TTTACCGTTAGCGCCCTCAATGACGGCACCGATATCCGGGTTGCCCATGTCGATGGCATTCGAATCATTAGC
GTTTGGCATTCCCTCAATACGCAGGAAGATCTTTACGCCATCGGAAATATTGGTGCATTTAAACTGCAGCTC
TTTGGTGAATTTCGTGGCGTTCTTTGCAACTTGTCCTTTGCGATCTTTAAAATCAGTGGCCTTAAATTCCCCA
AACGGAATTTCCAGCGTGCTGCCGCTGGAGAGTTCACAGCCCTGAGGTACCGTAATTGAACCACTGATATA
TACAGACGACGCAGGTATACTGCCATATACACTGGGTTTCTTTGTCACAAAAAGGTCCATTATTTTGGTGCT
AGGTATAATACTTTCACCCACAAACGGATGGAGAATATAGAGCGATAAGTGACCTTTGCCACCGGATGTCC
ATATTGCATCTTTACTACTTGCATTTTGCGAACACTGAGAGCGGTTGTTTGTCAGGTTACCTACATTCTCAAA
CGGTGTGTTAACGTATTCTCCTCGTCCCCCCGAAATCAGTACATCGCTCGCAATGGCAATATTATTATTGATC
TGGTAATAGGAGCGACTCTCTATATTCGTAACAAAGGCCAGAGGAACCACAGCCTTAAATAAGGTGTCATT
TATAAGAGAGGTATCATCAGGGCATTCACAGGACATCGCATAGGTTCCACCTAAATTCCAGCTATCGAAATC
TACGAAGGTCGCACCCGTTGTGTTCTTTGACGTATCTGAAACTGTTTTATTTATGGTGGCACTGAAGATATGT
GTTCCACCTTCAGGAGTACATGGTCCAAAATCTGCCGCTGCCAGCGCCTGCCCCGAAAACAGCACCGACCC
GCCCAACAGGCCCGTAAACATTATCAACTTTTTCAACATTTATTCGTATGTGACGCTAAAATTCACCGTCGCA
TTCGCTGTGCCAACGGTGGCATCCGGCTTAACAGGCACATAGCTGGCGATATAGTTCAGCTTGTTCGTACCA
TCAAACCAGACAGTGTGTTCGACAGGCGTAGAGTCGGTACTGGAGGGGTATTGTTGCTCCCCACCAGATGT
TTTAATTTTTAACGCCACGCCCGTCGCGCCGCCGCTATCCAGGGCAAAAAGCGAGGGGTCAGTCGGGTCCG
GAGAACCGTCCATCGTAACGCTGGCCTTTGTGGCATACGCGCAATCTTTTAAGCCGATGCTAAAGTTTTTCT
GGTTCAGCTCTTTACCCACTTTTACCGGGCGCTGAAGCACCACGGTCTCCATATTGACGTCGATACTGTCGTT
TTCCAGTTCACAGGTAGCCGCCTTAATAGTAATGGTAAAGTGGATATCACCAGCAGAACCGATATTCGACG
GTGCCGCCATCGCGGAAGCGGTAAGCAGTAAACACGCTGGCATCAAAGCATGAAGGTTTTTCAT

InfA, InfB, IpfC, IpfD, IpfE. Salmonella typhimurium LT2 AE006468
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2. JUSTIFICACION

Existen pocos datos acerca de los mecanismos moleculares mediante los cuales S. enteritidis
coloniza el intestino de las aves, la habilidad que presenta el microorganismo para sobrevivir y
persistir en el organismo esta pobremente descrito, lo cual también es debido a la baja expresion

de algunas fimbrias in vitro.

Las adhesinas promueven la colonizacién bacteriana en tracto gastrointestinal, incrementando la
proximidad de la bacteria con las células de hospedero. Las fimbiras han demostrado contribuir en
el tropismo de S. enteritidis por las vellocidades del intestino delgado en el ratén, asi, mutaciones

en algunas fimbrias pueden disminuir la patogenicidad.

Cepas de S. enteritidis mutantes en la fimbria Stb, han demostrado ser deficientes en la
colonizacion cecal en aves, por lo que la patogenicidad de dichas cepas disminuye. Se ha

demostrado que la fimbria Lpf esta involucrada en la adhesion de S. typhimurium en ratones.

Al no conocerse bien el papel de la fimbria Lpf en la infeccion de S. enteritidis en aves, es
importante evaluar su participacién en la patogenia, con el fin de conocer si desempefia un papel

importante en la salmonelosis.
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3. HIPOTESIS

La fimbria Lpf participa activamente en la infeccién por S. enteritidis en aves, facilitando el

desarrollo de la enfermedad.
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4. OBJETIVO GENERAL

Demostrar la participacion de la fimbria Lpf en la patogenia de S. enteritidis.
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5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Conocer las distintas fases del ciclo de crecimiento in vitro de S. enteritidis a distintas
temperaturas, ya que los ensayos de invasion se llevardn a cabo en la fase logaritmica. De igual
forma, se haran cinéticas de crecimiento a distintas temperaturas y en presencia de dos diferentes

concentraciones de arabinosa: 10uM y 100uM.

2) Construir una mutante de S. enteritidis en el operdn Ipf.

3) Evaluar la virulencia de la cepa S. enteritidis AlpfA en embridn de pollo.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Esquema general de estrategia de mutacion

Ensayosen embrion de pollade @
dias de edad

A

Seleccian de unasolaclona para
los enzayos en embrion de polloy
secuenciacionde gene lpfadela
clonazeleccionada
r[
PCRenclonss seleccionadas pars
amplificar en gene mutado
I'[
Seleccian de clanasy siembra par
duplicado en agar LB can

Kanamicing 100 g/ml v agar LBcon
Ampiciling 100 g/ml

Salmonello enteritidis T

Electroporacion del pléasmido
pEC4E

Incubacion en medio SOCcon
Ampicilina 200 g/ml v 10mM de
arabinosza parainduccion del
plazmida

!

Procesopara hacer las células
glectrocompetentes

b

Electroporacion de lasecuencia
|pfa-Km

Plagueoenagar LB con e
Kanamicing 100 g/ml

Incubacion en medio 50C por 2

Overnightatemperatura ambiente < haoras en agitacion a
5 git

6.2 Cepas

Se obtuvieron 5 asilados clinicos de S. enteritidis fagotipo 13, cuya identidad fue utilizando las
pruebas microbioldgicas estandar. Los aislados fueron sembradas en agar LB, agar Mac Conkey y
agar Verde Brillante y posteriormente se utilizé la bioquimica corta para identificar positivamente
a Salmonella sp., todas las cepas de campo mostraron sensibilidad a kanamicina y ampicilina. El

listado de las cepas se muestra a continuacion:

C-6925-06, T06-3804, 6674-06, C-7704-06, C-7739-06
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Par los ensayos posteriores y la generacion de la mutante se decidid trabajar con el aislado T06-
3804. En las pruebas de identificacidon se utilizé como control la cepa tipo E. coli ATCC (American

Type Culture Collection) 25052.

Las siguientes cepas fueron utilizadas como cepas control en los experimentos posteriores una vez

obtenida la mutante:

S. enteritidis T06-3804

S. enteritidis T06-3804 con el plasmido pKD46 (S.E. pKD46)
Para su evaluacién:

S. enteritidis AlpfA (S.E-kan)

6.3 Cinéticas de crecimiento bacteriano

Para determinar las fases de la curva de crecimiento de la cepa T06-3804 de S. enteritidis fagotipo
13, se llevaron a cabo cinéticas de crecimiento bajo distintas condiciones como se indica a

continuacién
1) Cultivo Primario

Se utilizé un cultivo de Salmonella sp. con un crecimiento previo de 12hrs, el cual se diluyd 1:10 en

caldo LB y se incubd a 37°C toda la noche (16hrs).
2) Cultivo secundario

Al dia siguiente se tomaron 100 pl del cultivo primario y se agregaron a 100 ml de medio LB. La
cinética de crecimiento se determind por 18 h a 37°C, cada hora se tomd una muestra de 1 ml del
cultivo en incubacién para su lectura en un espectrofotémetro’ a una longitud de onda de 600 nm.
Al mismo tiempo se hicieron diluciones dobles seriadas de cada muestra, las cuales se plaquearon
en agar LB para determinar las unidades formadoras de colonias (UFC) a las 12hr de cultivo a 37°C.

De igual forma se realizd una cinética de crecimiento a 30°C, debido a que el pldasmido para Ila

! Espectrofotémetro, Amersham Parmacia Biotech. Ultrospec 3000, Cambridge, Inglaterra
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recombinacion homodloga pKD46 se pierde a mas de 35°C, ya que este es un plasmido

termosensible. Cada cinética se realizé por duplicado.

Se realizaron cinéticas de crecimiento con 10mM y 100mM de arabinosa’ Para determinar si la
arabinosa interferia con el crecimiento de S. enteritidis, ya que estudios anteriores han
demostrado inhibe el crecimiento de algunas especies. Se siguié el mismo protocolo antes

descrito, haciendo el experimento por duplicado.

6.4 Extraccién de ADN
La cepa de S. enteritidis T06-3804 fue cultivada en caldo LB hasta alcanzar la fase logaritmica tardia
(DOggo). Posteriormente, el cultivo se cosechd por centrifugacion a 5000g por 10 miny se realizé la
extraccion de ADN mediante la técnica de CTAB [64]. El ADN extraido fue tratado con RNAsa® para
eliminar todo el ARN y posteriormente purificado a partir de un gel de bajo punto de fusién y

cuantificado en un espectrofotémetro, este ADN fue guardado a -20°C hasta su uso.

6.5 Iniciadores

A partir de la secuencia de nucledtidos del gene IpfA (GenBank AE006468 REGION:
3827449..3827985), el cual codifica para la subunidad mayoritaria de la fimbria Lpf y basandonos
en trabajos anteriores, se disefidé un juego de iniciadores a que amplifican un fragmento de 512pb
del gene IpfA a los cuales se les llamé IpfA F y IpfAR. De igual forma se disefaron un juego de
iniciadores que flanquean el gene de IpfA (IpfA-MF y IpfA-MR), con los cuales se obtiene un
fragmento de 540pb a partir del cepa T06-3804. Estos mismos inciadores se utilizaron para
corroborar la presencia de kanamicina dentro del gene IpfA en las cepas mutantes, de esta forma,
si se encuentra la mutacidn se obtiene un fragmento de 1440pb, por el contrario, si la mutacién se
encuentra ausente, se obtiene el mismo fragmento de 540pb. Las especificaciones de estos

iniciadores son siguientes:

2 Arabinosa, Cat No. A3256-100G, SIGMA
¥ RNAsa de pancreas bovino, Cat. No. 109134, Boehringer Mannheim, Alemania
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Contenido
Gene Secuencia Longitud Tm
de GC
LpfA
ATGGAGTTTTTAATGAAAAAGGTTGTTTTTGCT 33 bases 68 27%
reverse
LpfA
TAAAAGCTTATTCGTAGGACAGGTTGAAGTCC 32 bases 68 41%
forward
InfA-M
TTATTCGTAGGACAGGTTGAAGTCCACTTCTGCGTTACCG 40 bases 78 43%
reverse
IpfA-M
TTATTCGTAGGACAGGTTGAAGTCCACTTCTGCGTTACCG 46 bases 78 45%
forward

Se disefié un tercer juego de iniciadores para amplificar el gene de resistencia a kanamicina y en
cuyos extremos se afiadieron las secuencias utilizadas en los iniciadores IpfA-M, a estos iniciadores
se les llamod IpfA-kan y amplifican un fragmento de 1440pb. En verde se muestra la secuencia de
IofA-M que flanquea la secuencia que amplifica el gene de resistencia a kanamicina, la cual esta
sefialada en azul. La longitud de /pfA-kan forward es de 58 nuclétidos, la Tm es de 85 y tiene un
47% de contenido de GC. La longitud de IpfA-kan reverse es de 66 nuclétidos, la Tm es de 83 y
tiene un 36% de contenido de GC. Se utilizaron iniciadores de esta longitud por que se ha
reportado que en el caso de S. enteritidis para que el plasmido pKD46 pueda llevar a cabo la
recombinacién homdloga de forma exitosa, los fragmentos homdlogos deben de tener un tamafo
de entre 50pb hasta de 1kb, sin embargo, debido a los problemas para amplificar fragmentos tan
grandes se decidié que la longitud fuera de 40 nucledtidos en promedio [65]. Las secuencias de los

iniciadores se muestran a continuacion:

IpfA-kan

IpfA-kan foward
TTATTCGTAGGACAGGTTGAAGTCCACTTCTGCGTTACCGATGAGCCATATTCAACGG
IpfA-kan reverse

ATGGAGTTTTTAATGAAAAAGGTTGTTTTTGCTCTGTCTGCTCTCGTTAGAAAAACTCATCGAGCA
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6. 6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Como templado para la amplificacién del gene IpfA, usando los iniciadores IpfA y IpfA-M se utilizé
DNA gendémico de S. enteritidis T06-3804. Como templado para la amplificaciéon de kanamicina
usando los iniciadores IpfA-kan se utilizé el gene de resistencia a kanamicina del plasmido pUK4K.
Las PCRs para IpfA, IpfA-M y IpfA-kan se realizaron de la siguiente manera: la reaccién fue
realizada en un volumen final de 50 pl el cual contenia 5 pl de solucién amortiguadora para PCR 1X
* cada nucledtido trifosfatado > a una concentracién final de 1 mM, cada oligonucledtido a una
concentracién final de 0.2 mM, 100 ng de ADN gendmico, sulfato de magnesio a una
concentracién final de 1 mMy 2.5 unidades de TAQ polimerasa®.

Para la amplificacién del gene IpfA, los ciclos fueron los siguientes: un ciclo a 94°C por 5min
(desnaturalizacién inicial) y 30 ciclos a 94°C por 45seg (desnaturalizacion), 68°C por 1min
(alineamiento) y 72°C por 1min 30seg (extensidn), haciendo una extension final a 70°C por 5min.
Para la amplificacion del gene IpfA-M, los ciclos fueron los siguientes: un ciclo a 94°C por 5min
(desnaturalizacién inicial) y 30 ciclos a 94°C por 45seg (desnaturalizacion), 78°C por 1min

(alineamiento) y 72°C por 1min 30seg (extensidn), haciendo una extension final a 70°C por 5min.

Para los iniciadores IpfA-kan los ciclos fueron los siguientes: un ciclo a 94°C por 5min
(desnaturalizacion inicial), 5 ciclos a 94°C por 45seg (desnaturalizacion), 56°C por 1min
(alineamiento) y 72°C por 1min 30seg (extension), 30 ciclos a 94°C por 1 min, 60°C por 2min y

72°C por 2min 30seg, haciendo una extensién final a 70°C por 5min.

* Platinum® Tag DNA Polymerase, Cat No. 10966-010, Invitrogen
®100mM dNTP Set PCR Grade, Cat No. 10297-018, GIBCO, USA
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Para no poner tan repetitivo lo de las condiciones podrias poner una grafica como las que marcan
los termocicladores para cada una de las amplificaciones, en las que pongas las temperaturas y el

numero de ciclos.

La visualizacion de los productos de PCR se realizé mediante electroforesis en geles de agarosa al

1% tefiidos con bromuro de etidio, observados en un transiluminador de luz UV.

6.7 Extraccion y electroporacion del plasmido pKD46

El método utilizado fue anteriormente descrito por Datsenko et al. Brevemente, para realizar las
mutaciones dirigidas se utilizé el plasmido pKD46 (Figura 10), el cual primero se extrajo de la cepa
de E. coli K-12 mediante el método de lisis alcalina descrita por Sambrook. Al ADN plasmidico
obtenido se le agregd RNAsa y posteriormente se visualizd la integridad de este en un gel de
agarosa al 1% teiido con bromuro de etidio. De igual manera, se realizd6 un mapa de restriccion
utilizando la enzima EcoRI. La cepa T06-3804 fue preparada para poder transformar el plasmido

por electroporacion ° siguiendo el protocolo antes descrito por Sambrook.
Las constantes utilizadas en el electroporador fueron: 2.5 KVolts por 4.5 milisegundos

Las células fueron recuperadas en 800ul de medio SOC (el cual contiene extracto de levadura,
triptona, cloruro de sodio, cloruro de potasio y agra cpb), e incubadas por 1hr a 30°C en agitacion,
donde posteriormente se plaquearon 100ul en agar LB con 100ug/ml de ampicilina, el medio
restante fue conservado en refrigeracién hasta obtener el crecimiento en las placas de agar LB y

después de verificar la presencia del plasmido (Datsenko et al 2000).

A partir de las cajas plagqueadas se seleccionaron 10 colonias al azar, las cuales se sembraron
mediante el método de aislamiento en cultivo puro en agar LB con 100ug/ml de ampicilina, una
vez obtenido el crecimiento, se tomd una colonia de cada caja y se crecieron nuevamente en 3ml
de caldo LB con 100ug/ml de ampicilina a 30°C en agitacidn por 12hrs. Se separaron 1.5ml de cada
caldo y se realizd6 nuevamente extraccién de plasmido mediante la técnica de lisis alcalina. A las

cepas obtenidas se les llamd S.E. pKD46.

® Electroporador 1550 Gene pulser. Bio-Rad
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Figura 10. Mapa genético del plasmido pKD20, precursor del plasmido pKD46 (Datsenko et al
2000).

Secuencia de el plasmido pKD46

CATCGATTTATTATGACAACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCGGCACGGAACTCGCTCGG
GCTGGCCCCGGTGCATTTTTTAAATACCCGCGAGAAATAGAGTTGATCGTCAAAACCAACATTGCGACCGAC
GGTGGCGATAGGCATCCGGGTGGTGCTCAAAGCAGCTTCGCCTGGCTGATACGTTGGTCCTCGCGCCAGCT
TAAGACGCTAATCCCTAACTGCTGGCGGAAAAGATGTGACAGACGCGACGGCGACAAGCAAACATGCTGT
GCGACGCTGGCGATATCAAAATTGCTGTCTGCCAGGTGATCGCTGATGTACTGACAAGCCTCGCGTACCCG
ATTATCCATCGGTGGATGGAGCGACTCGTTAATCGCTTCCATGCGCCGCAGTAACAATTGCTCAAGCAGATT
TATCGCCAGCAGCTCCGAATAGCGCCCTTCCCCTTGCCCGGCGTTAATGATTTGCCCAAACAGGTCGCTGAA
ATGCGGCTGGTGCGCTTCATCCGGGCGAAAGAACCCCGTATTGGCAAATATTGACGGCCAGTTAAGCCATT
CATGCCAGTAGGCGCGCGGACGAAAGTAAACCCACTGGTGATACCATTCGCGAGCCTCCGGATGACGACC
GTAGTGATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGCAAAATATCACCCGGTCGGCAAACAAATTCTCGTCCCTGATT
TTTCACCACCCCCTGACCGCGAATGGTGAGATTGAGAATATAACCTTTCATTCCCAGCGGTCGGTCGATAAA
AAAATCGAGATAACCGTTGGCCTCAATCGGCGTTAAACCCGCCACCAGATGGGCATTAAACGAGTATCCCG
GCAGCAGGGGATCATTTTGCGCTTCAGCCATACTTTTCATACTCCCGCCATTCAGAGAAGAAACCAATTGTC
CATATTGCATCAGACATTGCCGTCACTGCGTCTTTTACTGGCTCTTCTCGCTAACCAAACCGGTAACCCCGCT
TATTAAAAGCATTCTGTAACAAAGCGGGACCAAAGCCATGACAAAAACGCGTAACAAAAGTGTCTATAATC
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ACGGCAGAAAAGTCCACATTGATTATTTGCACGGCGTCACACTTTGCTATGCCATAGCATTTTTATCCATAAG
ATTAGCGGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTTGGGAATTCG
AGCTCTAAGGAGGTTATAAAAAATGGATATTAATACTGAAACTGAGATCAAGCAAAAGCATTCACTAACCC
CCTTTCCTGTTTTCCTAATCAGCCCGGCATTTCGCGGGCGATATTTTCACAGCTATTTCAGGAGTTCAGCCAT
GAACGCTTATTACATTCAGGATCGTCTTGAGGCTCAGAGCTGGGCGCGTCACTACCAGCAGCTCGCCCGTG
AAGAGAAAGAGGCAGAACTGGCAGACGACATGGAAAAAGGCCTGCCCCAGCACCTGTTTGAATCGCTATG
CATCGATCATTTGCAACGCCACGGGGCCAGCAAAAAATCCATTACCCGTGCGTTTGATGACGATGTTGAGTT
TCAGGAGCGCATGGCAGAACACATCCGGTACATGGTTGAAACCATTGCTCACCACCAGGTTGATATTGATT
CAGAGGTATAAAACGAATGAGTACTGCACTCGCAACGCTGGCTGGGAAGCTGGCTGAACGTGTCGGCATG
GATTCTGTCGACCCACAGGAACTGATCACCACTCTTCGCCAGACGGCATTTAAAGGTGATGCCAGCGATGC
GCAGTTCATCGCATTACTGATCGTTGCCAACCAGTACGGCCTTAATCCGTGGACGAAAGAAATTTACGCCTT
TCCTGATAAGCAGAATGGCATCGTTCCGGTGGTGGGCGTTGATGGCTGGTCCCGCATCATCAATGAAAACC
AGCAGTTTGATGGCATGGACTTTGAGCAGGACAATGAATCCTGTACATGCCGGATTTACCGCAAGGACCGT
AATCATCCGATCTGCGTTACCGAATGGATGGATGAATGCCGCCGCGAACCATTCAAAACTCGCGAAGGCAG
AGAAATCACGGGGCCGTGGCAGTCGCATCCCAAACGGATGTTACGTCATAAAGCCATGATTCAGTGTGCCC
GTCTGGCCTTCGGATTTGCTGGTATCTATGACAAGGATGAAGCCGAGCGCATTGTCGAAAATACTGCATAC
ACTGCAGAACGTCAGCCGGAACGCGACATCACTCCGGTTAACGATGAAACCATGCAGGAGATTAACACTCT
GCTGATCGCCCTGGATAAAACATGGGATGACGACTTATTGCCGCTCTGTTCCCAGATATTTCGCCGCGACAT
TCGTGCATCGTCAGAACTGACACAGGCCGAAGCAGTAAAAGCTCTTGGATTCCTGAAACAGAAAGCCGCAG
AGCAGAAGGTGGCAGCATGACACCGGACATTATCCTGCAGCGTACCGGGATCGATGTGAGAGCTGTCGAA
CAGGGGGATGATGCGTGGCACAAATTACGGCTCGGCGTCATCACCGCTTCAGAAGTTCACAACGTGATAGC
AAAACCCCGCTCCGGAAAGAAGTGGCCTGACATGAAAATGTCCTACTTCCACACCCTGCTTGCTGAGGTTTG
CACCGGTGTGGCTCCGGAAGTTAACGCTAAAGCACTGGCCTGGGGAAAACAGTACGAGAACGACGCCAGA
ACCCTGTTTGAATTCACTTCCGGCGTGAATGTTACTGAATCCCCGATCATCTATCGCGACGAAAGTATGCGT
ACCGCCTGCTCTCCCGATGGTTTATGCAGTGACGGCAACGGCCTTGAACTGAAATGCCCGTTTACCTCCCGG
GATTTCATGAAGTTCCGGCTCGGTGGTTTCGAGGCCATAAAGTCAGCTTACATGGCCCAGGTGCAGTACAG
CATGTGGGTGACGCGAAAAAATGCCTGGTACTTTGCCAACTATGACCCGCGTATGAAGCGTGAAGGCCTGC
ATTATGTCGTGATTGAGCGGGATGAAAAGTACATGGCGAGTTTTGACGAGATCGTGCCGGAGTTCATCGAA
AAAATGGACGAGGCACTGGCTGAAATTGGTTTTGTATTTGGGGAGCAATGGCGATGACGCATCCTCACGAT
AATATCCGGGTAGGCGCAATCACTTTCGTCTACTCCGTTACAAAGCGAGGCTGGGTATTTCCCGGCCTTTCT
GTTATCCGAAATCCACTGAAAGCACAGCGGCTGGCTGAGGAGATAAATAATAAACGAGGGGCTGTATGCA
CAAAGCATCTTCTGTTGAGTTAAGAACGAGTATCGAGATGGCACATAGCCTTGCTCAAATTGGAATCAGGTT
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TGTGCCAATACCAGTAGAAACAGACGAAGAATCCATGGGTATGGACAGTTTTCCCTTTGATATGTAACGGT
GAACAGTTGTTCTACTTTTGTTTGTTAGTCTTGATGCTTCACTGATAGATACAAGAGCCATAAGAACCTCAGA
TCCTTCCGTATTTAGCCAGTATGTTCTCTAGTGTGGTTCGTTGTTTTTGCGTGAGCCATGAGAACGAACCATT
GAGATCATACTTACTTTGCATGTCACTCAAAAATTTTGCCTCAAAACTGGTGAGCTGAATTTTTGCAGTTAAA
GCATCGTGTAGTGTTTTTCTTAGTCCGTTACGTAGGTAGGAATCTGATGTAATGGTTGTTGGTATTTTGTCAC
CATTCATTTTTATCTGGTTGTTCTCAAGTTCGGTTACGAGATCCATTTGTCTATCTAGTTCAACTTGGAAAATC
AACGTATCAGTCGGGCGGCCTCGCTTATCAACCACCAATTTCATATTGCTGTAAGTGTTTAAATCTTTACTTA
TTGGTTTCAAAACCCATTGGTTAAGCCTTTTAAACTCATGGTAGTTATTTTCAAGCATTAACATGAACTTAAA
TTCATCAAGGCTAATCTCTATATTTGCCTTGTGAGTTTTCTTTTGTGTTAGTTCTTTTAATAACCACTCATAAAT

CCTCATAGAGTATTTGTTTTCAAAAGACTTAACATGTTCCAGATTATATTTTATGAATTTTTTTAACTGGAAAA
GATAAGGCAATATCTCTTCACTAAAAACTAATTCTAATTTTTCGCTTGAGAACTTGGCATAGTTTGTCCACTG

GAAAATCTCAAAGCCTTTAACCAAAGGATTCCTGATTTCCACAGTTCTCGTCATCAGCTCTCTGGTTGCTTTA

GCTAATACACCATAAGCATTTTCCCTACTGATGTTCATCATCTGAGCGTATTGGTTATAAGTGAACGATACCG
TCCGTTCTTTCCTTGTAGGGTTTTCAATCGTGGGGTTGAGTAGTGCCACACAGCATAAAATTAGCTTGGTTTC
ATGCTCCGTTAAGTCATAGCGACTAATCGCTAGTTCATTTGCTTTGAAAACAACTAATTCAGACATACATCTC
AATTGGTCTAGGTGATTTTAATCACTATACCAATTGAGATGGGCTAGTCAATGATAATTACTAGTCCTTTTCC
TTTGAGTTGTGGGTATCTGTAAATTCTGCTAGACCTTTGCTGGAAAACTTGTAAATTCTGCTAGACCCTCTGT

AAATTCCGCTAGACCTTTGGTGTTTTTTTTGTTTATATTCAAGTGGTTATAATTTATAGAATAAAGAAAGAAT

AAAAAAAGATAAAAAGAATAGATCCCAGCCCTGTGTATAACTCACTACTTTAGTCAGTTCCGCAGTATTACA
AAAGGATGTCGCAAACGCTGTTTGCTCCTCTACAAAACAGACCTTAAAACCCTAAAGGCTTAAGTAGCACCC
TCGCAAGCTCGGTTGCGGCCGCAATCGGGCAAATCGCTGAATATTCCTTTTGTCTCCGACCATCAGGCACCT
GAGTCGCTGTCTTTTTCGTGACATTCAGTTCGCTGCGCTCACGGCTCTGGCAGTGAATGGGGGTAAATGGC

ACTACAGGCGCCTTTTATGGATTCATGCAAGGAAACTACCCATAATACAAGAAAAGCCCGTCACGGGCTTCT
CAGGGCGTTTTATGGCGGGTCTGCTATGTGGTGCTATCTGACTTTTTGCTGTTCAGCAGTTCCTGCCCTCTGA
TTTTCCAGTCTGACCACTTCGGATTATCCCGTGACAGGTCATTCAGACTGGCTAATGCACCCAGTAAGGCAG

CGGTATCATCAACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTA
TCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGT
AAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATC
CATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGC
AATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCG
AGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAA
GTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGT
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TTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAA
AAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTA
TGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAAC
CAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCG
CGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCT
TACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCAC
CAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAA
ATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGAT
ACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTG

GenBank AY048746.1 El tamafo del plasmido es de 6327pb, las letras en rojo muestran el sitio de

restriccion de la enzima EcoRl.

6.8 Electroporacion del producto de amplificacién de los iniciadores IpfA-kan

Las cepas S.E. pKD46 se sembraron en 500 ml de caldo LB con ampicilina 100ug/ml, agregando 2
diferentes concentraciones de arabinosa: 10mM y 100mM para inducir la expresién de los genes

exo, By y.

Se incubaron a 30°C en agitacién hasta llegar a una DOgy,m = 0.6. Una vez obtenida la OD
deseada, se siguid el protocolo descrito por Sambrook para preparar dichas células para

introducirles mediante electroporacion los productos de la PCR IpfA-kan.

Una vez preparadas las células electrocompetentes, se electropord el fragmento de /pfA-kan
usando las constantes antes descritas. Las células se recuperaron en un volumen de 800ul de
medio SOC, se incubaron a 30°C por 3 horas y finalmente se dejaron a temperatura ambiente 16
horas. Pasadas las 16hrs se separaron 500ul de cada cultivo y se plaquearon en agar LB con
kanamicina (100ug/ml), estas se incubaron a 43°C por 12 horas, el medio restante se guardd en

refrigeracion hasta obtener crecimiento en las placas.

Ya obtenido el crecimiento, se seleccionaron clonas al azar, las cuales se sembraron por duplicado
en agar LB con kanamicina 100ug/ml y en agar LB con ampicilina 100ug/ml, se incubaron 12 horas

a 37°C. Si las cajas con amplicilina mostraban crecimiento, se hizo una resiembra en caldo LB en
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agitaciéon a 43°C por 12 horas. Transcurrido el tiempo, se tomd una azada de cada caldo y por
duplicado se sembrd mediante la técnica de aislamiento en cultivo puro, en agar LB con
kanamicina 100ug/ml y en agar LB con ampicilina 100ug/ml. En el caso de que las cajas con
ampicilina siguieran presentando desarrollo, las cepas fueron resembradas en caldo LB con
concentraciones crecientes de SDS iniciando en 2%, aumentando 1.5% en cada tubo para llegar a

una concentracion final de 6.5%, dichos caldos fueron incubados a 43°C por 12 horas.

Cuando las cepas mostraron resistencia a ampicilina aun después del crecimiento previo en caldo
LB con SDS, se realizé extraccion de plasmido por lisis alcalina, corroborando la presencia de este.
La extraccion de ADN se realizd por el método de CTAB y se realizaron las PCRs con los iniciadores
InfA y IpfA-M, lo cual confirma la presencia o ausencia de la mutacidn. Las cepas mutantes en el

gene IpfA obtenidas fueron llamadas S.E-kan.

6.9 Inoculacién en embridn de pollo

Todas las cepas fueron inoculadas en embridn de pollo para evaluar su patogenicidad. Se usaron
100 embriones pollo Libres de Patégenos Especificos ’ de siete dias de edad. Se incubaron 20
embriones de pollo por cada cepa por la via del Saco Vitelino con 0.1ml del indculo bacteriano
(1x10* bacterias/ml), de igual forma se inocularon 20 embiones con 0.1ml de SSF estéril como
control, dejando como controles negativos 10 embriones sin inocular. Una vez inoculados se
incubaron a 37°C y se examinaron 2 veces al dia cada 24 horas en un ovoscopio, descartando los
muertos siguiendo los siguientes criterios: ausencia de movimiento del embrién, ausencia de
venas marginales, licuefaccién de la yema. Transcurridas 48hrs se sacrificaron el resto de los

embriones.

Todos los embriones se abrieron y se evalud su integridad fisica. Se tomaron 100ul del liquido
amniotico, los cuales se agregaron a 900ul de SSF estéril, se realizaron diluciones décuples
seriadas (10" a 10®) para el conteo de UFC, dependiendo de la cepa, fue el medio en el que se

sembraron, siendo los siguientes:

" Embrién de pollo (Huevo Fértil Alpes-I1), Aves Libres de Patgenos Especificos, S.A.
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Cepa Medio

T06-3804 Agar LB

E. coli ATCC25052 Agar LB
S.E. pKD46 Agar LB con ampicilina
S.E-kan Agar LB con kanamicina

SSF Agar LB

Control negativo Agar LB

Una vez obtenido el aislamiento, se sembraron en agar Mac Conkey por la técnica de aislamiento
en cultivo puro y se realizaron pruebas bioquimicas para verificar la autenticidad de la cepa. Este

ensayo fue realizado por triplicado.
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7. RESULTADOS

7.1 Identificacidn de las cepas y Cinéticas de crecimiento bacteriano

Se obtuvo crecimiento tanto en agar LB como en Mac Conkey de todas las cepas de campo de S.
enteritidis, identificando a todas como lactosa negativas. Los resultados de las pruebas
bioquimicas elaboradas en el Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ-UNAM y

se compararon en la tabla de identificacion del manual Bergeys (Tabla 1).
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Tabla 1. Identificacidon de las cepas de S. enteritidis por crecimiento en Mac Conkey y pruebas

bioquimicas. En la primera fila con las iniciales ID se muestra la identificaciéon reportada por

CEPA McC VB Oxidasa TSI Urea SIM Citrato Lisina Arabinosa ONPG

ID L(-) L(-) - 2,3,4 - +/-/+ - + + -
C-6925-06 L(-) L(-) - 2 - +/-/+ - + + -
T06-3804 L() | L) - 2 - +/-/+ - + + ;
6674-06 L) | L() - 2 - +/-/+ - + + -
C-7884-06 L(-) L(-) - 2 - +/-/+ - + + -
C-7704-06 L(-) | L() - 2 - +/-/+ - + + -
C-7739-06 L) | L) - 2 - +/-/+ - + + +

Cowan para Salmonella. En las siguientes filas se muestran las diferentes cepas de campo.

McC = Mac Conkey, VB =Verde Brillante, L=lactosa, -=negativo, + = positivo

Los resultados de las pruebas bioquimicas corresponden con los resultados previamente descritos
para Salmonella sp, con excepcion de la cepa C-7739-06, lo cual indica que posiblemente se trate
del género Arizona hundii ya que anteriormente estaba considerado dentro del género Salmonella,
pero, debido a algunas discrepancias en los resultados de las pruebas bioquimicas, se decidid

separarlas de estas y formar un nuevo género.
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Se realizaron cinéticas de crecimiento de la cepa de campo T06-3804 de S. enteritidis la cual se usé
a lo largo de este estudio. Con los datos obtenidos se puede observar que a 37°C la bacteria entra
en fase logaritmica temprana a las 4hrs, una fase logaritmica tardia de las 7 a las 10hrs. Y una fase

estacionaria a las 11hrs (Figura 11).

Cuando Salmonella crece a 30°C se observa que la fase logaritmica temprana inicia a las 5 hrs, Ia
logaritmica tardia de las 8 a las 10 hrs y la fase estacionaria comienza a las 11 hrs (Figura 11). En la

figura 12 la curva muestra la media geométrica de los conteos de UFC.

De igual manera, se realizaron cinéticas de crecimiento con arabinosa usando concentraciones de
10 mM y 100 mM, utilizando una temperatura de 30°C. Con los datos obtenidos se puede
observar la la arabinosa no inhibe el crecimiento de S. enteritidis, y que se comporta de forma
muy similar cuando crece con las 2 diferentes concentraciones de arabinosa. En ambos casos la
fase logaritmica temprana se presenta a las 5 hrs, la fase logaritmica tardia de 8 a 10 hrs la fase

estacionaria a las 11 hrs (Figura 11).

En la cinética de crecimiento con arabinosa también se realizaron mediciones de OD600 y conteos
de UFC, en cada hora de crecimiento. En la figura 12 se observa la curva la cual muestra la media

geométrica de los conteos de UFC, este ensayo se realizé por duplicado.

Cinética de crecimiento

=—30°C

—-37°C
10mM Arabinosa

=>=100mM Arabinosa

DO 600nm

I~ I

o o », N
L L . L

04 -

1 3 5 7 9 11 13 15 17
Horas

Figura 11. Cinética de crecimiento de la cepa de S. enteritidis T06-3804. Los cultivos se siguieron
durante 18 horas en caldo de cultivo LB y LB adicionado con arabinosa a una concentracion de
10mM y 100mM. Los datos muestran la media geométrica. Estos experimentos se realizaron por

duplicado.
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Figura 12. Cinética de crecimiento de la cepa de S. enteritidis T06-3804. Cada punto representa la

media geométrica de las UFC en cada lectura. Estos experimentos se realizaron por duplicado.

7.2 Extraccion de ADN

A la cepa de campo T06-3804, identificada previamente como S. enteritidis, se le realizé la
extraccion de ADN mediante el método de CTAB. Las muestras se visualizaron en geles de agarosa
al 1% tenidos con bromuro de etidio (Figura 13). Asimismo, se cuantificé la concentraciéon de ADN
utilizando un espectrofotometro, obteniendo en promedio la cantidad de 36 500 ng/ml por vial

obtenido.

Figura 13. ADN de S. enteritidis. Gel de agarosa al 1% donde se muestran los productos de
extraccién de ADN de la cepa T06-3804 de S. enteritidis. Carril 1: marcador de peso molecular de 1

kb Extensidn Ladder, carriles 2 a 4: ADN de S. enteritidis.
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7.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la PCR se utilizaron los iniciadores previamente descritos en este trabajo que amplifica el
gene IpfA y el casette de resistencia a kanamicina flanqueado por aproximadamente 40pb del
gene IpfA. Una vez que se obtuvieron las reacciones de PCR, estas se visualizaron en un gel de
agarosa al 1%. El producto de amplificacién observado en la cepa de campo de S. enteritidis
usando los iniciadores IpfA, fue de aproximadamente 512pb (Figura 14). En el caso de los
iniciadores IpfA-km amplifican un fragmento de 1440pb, mientras que, los iniciadores IpfA-M en el
caso de que se encuentra la mutacién amplifican de igual manera un fragmento de 1440pb.

(Figura 15).

1636 pb—s

1018 pb—

512 pb

517/506 pb —

Figura 14. Amplificacion de IpfA por PCR. Gel de agarosa al 1% donde se muestran los productos
de amplificacion obtenido a partir de ADN de la cepa T06-3804. Carril 1: marcador de peso
molecular de 1 kb Extension Ladder, carriles 2 y 3: producto de 512pb que corresponde a IpfA,

carril 4 control negativo.
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Figura 15. Amplificacion del gene de resistencia a Kanamicina. Gel de agarosa al 1% donde se
muestran los productos de amplificacion del casette de resistencia a kanamicina, el gene IpfA con
la insersién de kanamicina y el gene IpfA no mutado. Carriles 1 y2: amplificacion del gene de
resistencia a kanamicina flanqueado por IpfA; Carril 3: amplificacidon del gene IpfA mutante; Carril
4: amplificacién del gene IpfA no mutante con los iniciadores IpfA-M a partir de la cepa T06-3804,
donde se observa un producto de 540pb; Carril 5: marcador de peso molecular de 1 kb Extension

Ladder.

7.4 Extraccion y electroporacidon del plasmido pKD46

A las cepas de E. coli K-12 se les realizé extracciéon de pldsmido mediante el método de lisis
alcalina. Las muestras se visualizaron en un gel de agarosa al 1% (Figura 16). Una vez obtenido el
pldasmido pKD46, para corroborar la integridad de este se realizd un mapa de restriccién utilizando
la enzima EcoRI, obteniendo 2 fragmentos, el primero de 4578pb y un segundo de 1500pb (Figura
17).

Después de haber obtenido el plasmido y de haber transformado la cepa T06-3840 con este, se
obtuvieron aproximadamente 150 clonas por caja, las cuales todas mostraron resistencia a
ampicilina y a todas se les observd la presencia del plasmido pKD46. A la cepa se le llamd S.E.

pKD46.
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Figura 16. Plasmido pKD46. Gel de agarosa al 1% donde se muestran los productos de extraccion
del plasmido pKD46. Carril 1: marcador de peso molecular de 1 kb Extension Ladder; Carriles 2 y 3:

pldsmido pKD46, el cual tiene un peso molecular aproximado de 6078pb.

Figura 17. Perfil de restriccion del plasmido pKD46. Gel de agarosa al 1%. Carril 1: marcador de
peso molecular de 1 kb Extensidn Ladder; Carril 2: pldsmido pKD46 digerido con EcoRlI, donde se
observa una banda de 5113pb y una de 1214pb, lo cual en conjunto corresponden al plasmido

pKD46 el cual tiene un tamafio de de 6329pb.

7.5 Electroporacion del la construccidn IpfA-kam en S. enteritidis pKD46 y cultivo para

eliminar el plasmido

La cepa S.E. pKD46 transformada con los productos de amplificaciéon obtenidos con los iniciadores
InfA-kan fue sembrada en agar LB, donde se obtuvieron aproximadamente 100 clonas por caja,
todas mostraron resistencia a kanamicina y siguieron mostrando resistencia a ampicilina, aun
después de ser crecidas a 42°C en agitacion en caldo LB a una concentracién de SDS de 5%. Las

cepas no mostraron desarrollo en caldo LB con SDS al 6.5%.
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Al realizarles extraccién de plasmido todas mostraron aun tenerlo, de igual forma, todas las cepas
amplificaron un fragmento de 1440pb con los iniciadores IpfA-kan, sin embargo la utilizar los
iniciadores IpfA no se obtuvo un amplicon en todas las colonias analizadas(Figura 18); solo las
positivas fueron seleccionadas analizadas para identificar aquellas en las que se pudo amplificar
un fragmento de 1440pb correspondiente al gene IpfA con el casette de resistencia a kanamicina.
(Figura 19), Se selecciond una de las clonas que demostré ser la mutante y para fines de este

proyecto, a esta cepa se le llamd S.E-kan (Figura 20).

Figura 18. Seleccion de mutantes por PCR. Gel de agarosa al 1%. Carril 1: marcador de peso
molecular de 1 kb Extensién Ladder; Carriles 2 al 13: productos de amplificacidn con los iniciadores
IpfA-M, donde se observa amplificado un producto de 540pb, excepto las cepas 2, 5y 9, en las
cuales no se observa amplificacion; Carril 14: control positivo de la cepa T06-3804, donde se

observa de igual manera un producto amplificado de 512pb.

Figura 19. Selecciéon de mutantes por PCR utilizando los iniciadores IpfA-M. Gel de agarosa al 1%.
Carril 1: marcador de peso molecular de 1 kb Extensidon Ladder; Carriles 2 y 3: productos de

amplificacion con los iniciadores IpfA-M, donde se observa amplificado un producto de 540pb.
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7.6 Secuencia de la cepa mutante y de la cepa silvestre

GTCATCATATAGGGCGATTGGGCCCTCTAGTGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGA
ATTCGCCCTTATGGAGTTTTTAATGAAAAAGGTTGTTTTTGCTCTGTCTGCTCTCGTTAGAAAAACTCATCGA
GCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAA
TGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCGGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTC
GTCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAG
TGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCAT
TACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAA
ATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACTGCCAG
CGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGG

La secuencia obtenida corresponde al casette de Kanamicina el cual esta interrumpiendo el gene

InfA

ATCAACCTTGGTCCCGAGCTCGGTCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCCTTTTATTCGTA
GGACTGGTTGAAGTCCACTTCTGCGTTACCGATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCGAGGCCGC
GATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGT
GCCAACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAATTGTTTCTGAAACATGGCAAAAGTAGCG
TTGCCATGAAGGTTAAATGAAAAGGTCCAACAAAAAGGGGGAAAGAATTTTTCCTCCCCCCCCCACCCAAC
ATTTTATCCCCCCTCCCGCCGAGAATGGGACTCCCCCCTGCCATCCCCCGGAAAAAAAATTCCCGTTTAAAAA
AAAATCCTGATTCCGGGGGAAAAAATTGTTGTTGCGCTGGGGGGGTCCCTGCCCCCGGTGCATCCATTCCT
GTTTGGTATTTGCCTTTTAAAAACCAATCGGTATTTTTTTTCCCCCTCCAGGCCAATCCAAAAAAAAAAAAAA
AGTTTTGGTTTAATCCGAGGATTTTTTAAGAACAACGGTATGGGCGGGGGCTGTTTAAACCAGTCCGGAAA
AAAAATGAAAAAC

La secuencia obtenida corresponde al gene IpfA de la cepa de campo S. enteritidis T06-3804.

7.7 Ensayos de patogenicidad en embrion de pollo

Para evaluar el efecto de la mutacién de IpfA en la virulencia de S. enteritidis, fueron inoculados en

embridn de pollo SPF. Basandonos en estudios anteriores asi como en ensayos previos la dosis

45



empleada la dosis empleada fue de 1x10* bacterias por embrién. Como controles se utilizaron las
cepas S.E. pKD46, S.E-kan, asi como la cepa tipo de E. coli ATCC 25025. Los embriones fueron
examinados a las 24hrs retirando los muertos para su evaluacién y cultivo de bacterias
recuperadas en agar LB para los embriones inoculados con la cepa T06-3804 y E. coli ATCC 25052,
LB con ampicilina 100ug/ml para la cepa S.E. pKD46 y LB con kanamicina 100ug/ml para la cepa
S.E-kan. Y a las 48hrs para retirar y separar los embriones muertos y para sacrificar a los vivos para

la evaluaciéon de todos ellos sembrando liquido alantoideo en los medios antes descritos.

Los embriones de pollo mostraron las siguientes lesiones: hemorragias, liquido amnidtico turbio y

licuefaccion de la yema.

Las cepas que produjeron mas dafio fueron la T06-3804, S.E. pKD46 y E. coli ATCC 52025, en el
caso de S.E-kan se pudieron observar algunas lesiones como congestién en la yema y algunas
hemorragias, sin embargo, estos embriones se mostraron muy similares a los inoculados con SSF
(Tabla 2 y Figura 20). Los andlisis estadisticos demostraron que no hay diferencia estadistica en los
tratamientos, es decir, la cepa mutante no muestra diferencia en la virulencia al ser comparada
con la cepa de campo, lo cual es congruente con las publicaciones anteriores, donde se observa
qgue al mutar una sola fimbira, son pocos los casos donde la virulencia se ve disminuida. En el caso
de la fimbira LPF, es en el modelo murino donde se observan difecencias significativas. Sin
embargo, la reciente descripciéon del genoma de S. enteritidis demuestra que tanto S. enteritidis
como S. gallinarum y S. pullorum presentan un operdn que se ve involucrado en la adhesién
bacteriana en el tracto gastrointestinal de aves, por lo tanto, se podria suponer que este operdn

no es escencial en la virulencia ni adhesion de la bacteria en aves.

Tabla 2. Embriones muertos a las 24 y a las 48 horas

Cepa 24 horas 48 horas
E.coli 76.6% 93.3%
S. enteritidis T06-3804 85% 98%
S.E. pKD46 83.3% 96.6%
S.E-kan 41.6% 66.6%
SSF y sin inocluar 1% 1%
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Figura 20. Evaluacion de virulencia en embrion de pollo. Embriones de pollo inoculados con las
distintas cepas. A) Embrion de pollo inoculado con la cepa de S. enteritidis T06-3804; B) Embridn
de pollo inoculado con la cepa E. coli ATCC 25052; C) Embridn de pollo inoculado con la cepa S.E
pKD46; D) Embrién de pollo inoculado con la cepa S.E-kan; E) Embrién de pollo viable. Las flechas
rojas indican liquefaccién de la yema, las flechas verdes indican hemorragias y las flechas negras

indican la circulaciéon normal de vasos sanguineos.

El nimero de UFC’s para todas las cepas inoculadas fue en promedio 1x10*° UFC/ml, el nimero de
UFC recuperadas para todas las cepas a partir del liquido amnidtico de embriones muertos fue de
1x10'° UFC/ml a las 24 horas y de 1x10°" a las 48 horas, para todas las cepas las cantidades

recuperadas fueron muy similares.
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De todos los embriones se logré recuperar las cepas inoculadas, las cuales fueron sembradas en
agar MacConkey, Verde Brillante y posteriormente identificadas mediante la Bioquimica corta. Los

resultados de los embriones muertos en los distintos tiempos se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Identificacidn de las cepas de S. enteritidis inoculadas a los embriones de pollos.

McC = Mac Conkey, VB = Verde Brillante, L = lactosa, Amp = ampicilina,

Cepa McC VB Oxidasa TSI Urea SIM Citrato Amp Km
T06-3804 L(-) L(-) - 2 - +/-/+ - S S
S.E. pKD46 L(-) L(-) - 2 - +/-]+ - R S
S.E-kan L(-) L(-) - 2 - +/-/+ - R R
E. coli ATCC L(+) L(+) - 3 - -[+/+ - S S
25052

Kan = kanamicina, S = sensible, R = resistente, - = negativo, + = positivo

Los Resultados obtenidos muestran que todas las cepas recuperadas de los embriones

corresponden a las inicialmente inoculadas.
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8. DISCUSION

Salmonella enteritidis es uno de los serotipos mas comunes a nivel mundial. A partir de la década
de los 80 este serotipo emergié como una de las causas mas comunes de infecciones
gastrointestinales en humanos. La infeccién es mediante el consumo de alimento contaminado,
incluyendo el huevo de mesa, el cual ha sido considerado como uno de los principales problemas

en el control de la calidad de alimentos.

Las aves infectadas no presentan signos y esto permite que la bacteria pueda persistir en el

hospedero, colonizando el tracto gastrointestinal asi como, el reproductivo.

La infeccidn sistémica por S. enteritidis es iniciada por la colonizacién y penetracion del
microorganismo a través de tejidos u drganos, esto es conocido como un primer paso en el
establecimiento de una enfermedad. Sin embargo, evidencias recientes sugieren que las adhesinas
fimbriales juegan un papel importante en el contacto bacteriano con los dérganos blanco,
permitiendo la invasién de estos tanto in vivo como in vitro, de esta forma se puede considerar

realmente a la adhesion bacteriana como el primer paso para la colonizacidn e invasion.

Se ha demostrado que las fimbrias bacterianas tienen afinidad por tejidos o células especificas, las
cuales se pueden encontrar en regiones anatémicas especificas, por lo que se puede asumir de
esta forma, como es que ciertas fimbrias se pueden asociar a enfermedades especificas. En
algunos casos, la mutacién de una de ellas puede disminuir su patogenicidad, pero también
pueden incrementarla, como en el caso de la fimbria Fim 1, que al mutarla la dosis letal disminuye
en un 50%. En el modelo murino, deleciones individuales en los operones Ipf, pef, fim y csg de S.
typhimurium muestran Unicamente una virulencia moderada, sin embargo, al mutar los 4
operones fimbriales, la dosis letal aumenta en un 26%. Por otro lado, como se ha mencionado
anteriormente, al tener drganos blanco, ciertas fimbrias se pueden vincular a infecciones en sitios
especificos 0 en algunos casos inclusive se puede observar cierta especificidad por especie, por
ejemplo, recientemente se describid que las fimbrias fim, csg, Ipf y sef en S. enteritidis no juegan
ningun papel importante en la colonizacidn del tracto gastrointestinal en gallinas, sin embargo,
aun no esta claro si estas fimbrias puedan estar involucradas en la persistencia de la bacteria en el
huevo. Un paso importante es saber que fimbrias son expresadas en los diferentes drganos, o

cuales se expresan en animales para la produccién, para que, por medio de mutaciones dirigidas,
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se puedan producir cepas atenuadas que permitan proteger a los animales para el consumo o
animales para produccion de infecciones por estos microorganismos ya que estos animales y sus

subproductos pueden ser posibles factores de transmisién de la enfermedad al humano [31].

Anteriormente, el genoma de S. typhimurium habia mostrado la presencia de 13 operones
fimbriales, los cuales le ayudan a la bacteria a adherirse en distintos drganos, observandose asi
diferentes cuadros clinicos, dependiendo del sitio de colonizacién; de igual manera, diversos
estudios han sugerido que estas fimbrias ayudan a la colonizacién de diferentes especies animales,
observandose en estos una mayor cantidad de anticuerpos contra solo algunas fimbrias en
especifico. En cepas de S. enteritidis asiladas de diversas especies, se ha demostrado que estas
solo expresan unas cuantas fimbrias suponiendo que esto es debido a la especificidad y afinidad
celular de estas. Por ejemplo, en el caso de S. typhimurium en ratones, los 13 operones fimbriales
se encuentran involucrados en la virulencia. En el caso de los cerdos, la virulencia esta
principalmente dada por la fimbria saf. Por otro lado, la fimbria tipo 1 asi como el curli estan
involucrados en la contaminacién del huevo. En el genoma de S. enteritidis también se encuentran
13 operones fimbriales, y un operén peg, el cual también se encuentra presente en S. gallinarum
y S. paratyphi, este operén posee entre un 60% y un 70% de homologia con el operdn stc de S.
typhimurium, encontrandose relativamente en la misma posicidon que este. Los genomas de las
distintas serovariedades de Salmonella sp. han mostrado tener una gran homologia, donde no
Unicamente se encuentran los mismos operones fimbriales, si no que practicamente se
encuentran en la misma regién genética pudiendo concluir con esto que las funciones de las

fimbrias son conservadas en diferentes especies [3, 31, 66].

La fimbria LPF esta formada por 5 subunidades, una subunidad mayoritaria, una subunidad
minoritaria, una chaperona, un acomodador y una adhesina, esta uUltima es la que se ha sugerido
gue le confiere la especificidad a la fimbria. En este trabajo se evalud la patogenicidad de una cepa
de S. enteritidis de campo asilada a partir de un caso clinico. Mediante recombinacién homdloga
se muté IpfA, uno de los genes que se encuentra codificado en este operdn. LpfA codifica para la

subunidad mayoritaria, la cual funciona como una base para la formacién del resto de la fimbria.

La amplificacion de IpfA fue obtenida a partir de la cepa de campo T06-3804, la cual usamos como
referencia y control en los experimentos a lo largo de este trabajo. Los iniciadores fueron
disenados a partir de la secuencia ya descrita de S. typhimurium LT2, disefiando los primeros para

que amplificaran solo el interior del gene, los segundos fueron disefiados flanqueando el gene
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IpfA, esto fue para que una vez obtenida la cepa mutante, estos iniciadores fueran completamente
homadlogos a la secuencia mutada, evitando asi, cualquier error en amplificaciones futuras e

inclusive en experimentos posteriores como la complementacién de dicha cepa.

Debido a que en reportes anteriores se ha mencionado la dificultad para expresar la fimbria Lpf in
vitro, se decidié utilizar animales para la experimentacién para poder determinar de manera
rapida si se ve disminuida la patogenia de la cepa mutante. Sin embargo, como se menciono
anteriormente, algunos reportes mencionan que la expresion de Lpf se ve favorecida tanto en el
modelo murino como en asas ligadas de intestino de bovino, no en el modelo aviar. En el caso de

el modelo aviar, se ha reportado que Fim es la fimbria que se expresa mayormente.

Para llevar a cabo la recombinacion homdloga, se requirié de una previa induccién de la cepa que
contenia el plasmido pKD46 (S.E. pKD46) [67], se tuvieron que realizar cinéticas de crecimiento
para la cepa conteniendo este plasmido para determinar que las concentraciones de arabinosa
utilizadas para la induccién del sistema de recombinasa contenido en el plasmido no sean tdxicas
para S. enteritidis. Luego de encontrar que la arabinosa no es téxica para esta cepa concluimos que
este plasmido podria ser utilizado para realizar mutaciones dirigidas en ésta para intentar atenuar

aun mas la cepa.

Sin embargo, nunca se logré perder el pldasmido pDK46, aun después de la incubaciéon en medio LB
con SDS a un alto porcentaje (5%), por lo que es necesario hacer ensayos para determinar la
manera de eliminarlo y asi poder utilizarlo en posteriores mutaciones dirigidas a diferentes genes

u operones.

Contrario a lo que describe Datsenko, en el caso de S. enteritidis, las mutaciones no son tan
eficientes, obteniendo un total de aproximadamente 150 UFC’s por electroporacion y se tuvieron
que analizar mas de 50 clonas antes de encontrar alguna mutante, lo cual se repitié en diferentes
ocasiones, encontrando que mientras mas bases homdlogas se tengan, la eficiencia de la
recombinacién serd mayor, permitiendo la recuperacién de mas clonas mutantes, lo que
concuerda con lo previamente descrito por Shangwey [65], quien menciona que para que se lleve
a cabo exitosamente una recombinacién homéloga, son necesarias de 100 pb a 1kb, lo cual seria
necesario evaluar para determinar la relacidon entre la longitud de la secuencia y la eficiencia del

plasmido, asi como la eficiencia de electroporacién de fragmentos lineales tan grandes.
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Esta técnica tiene la ventaja de permitir la recuperacion de un alto nimero de cepas mutantes ya
gue tiene una eficiencia muy alta, de igual manera, las mutaciones son dirigidas, es poco probable
gue la recombinacion se lleve a cabo en algun sitio no deseado, por lo que la mayoria de las clonas
recuperadas son cepas mutantes en el gene deseado. La mayoria de los plasmidos utilizados para
la recombinacidn homdloga requieren de una gran cantidad de nucledtidos para que no existan
errores al integrarse al DNA blanco, esto tiene la desventaja de tener que generar productos de
PCR muy grandes, asi como, de tener que ligar fragmentos entre si, por lo que la cantidad de DNA
requerido es elevada. Utilizando el plasmido pKD46, no se requiere gran cantidad de DNA, de igual
forma, el DNA que hara la recombinacién homdloga es lineal, evitando los pasos de ligar, ya que
las proteinas Gam, Exo y Bet protegen el DNA lineal de la degradacién y permite la recombinacion

homdéloga.

Los ensayos en embriones de pollo permitieron observar que la patogenia de la cepa mutante S.E-
kan se ve disminuida, sin embargo, es necesario realizar estudios en cultivo celular y en aves
adultas para poder determinar que esta reduccidon en la patogenia también esta presente en
animales adultos. De igual forma, el cultivo celular permitird conocer la capacidad de adhesion de
esta cepa mutante y compararla con la sepa silvestre, para experimentos de persistencia y asi
poder evaluar a largo plazo el papel de esta fimbria, es necesario el uso de animales de
laboratorio, mediante los cuales, se podra evaluar la capacidad de colonizacién en distintos

érganos, asi como, la capacidad de diseminacién por heces.
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9. CONSLUSIONES

Se identificd el gene IpfA en S. enteritidis el cual codifica para la subunidad mayoritaria de la

fimbria Lpf.

Con el pldasmido pKD46 se pudo llevar a cabo una recombinacidn homdloga de forma exitosa,
pese a no ser tan eficiente, este plasmido podria ser utilizado para futuras mutaciones

dirigidas en esta especie bacteriana.

Se obtuvo exitosamente una cepa de S. enteritidis mutante en IpfA

Con base a los datos obtenidos en los ensayos de patogenicidad en embrién de pollo, se

puede sugerir que la mutacién de IpfA disminuye la patogenicidad de S. enteritidis T06-3804.
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