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Resumen

MARTINEZ JARQUIN HUGO. Efecto de la inactivacidn de los genes de las islas de
patogenicidad 1 y 2 de Salmonella Typhimurium (SPI-1 y SPI-2) en el desarrollo de
lesiones histoldgicas en 6rganos de pollos de un dia y una semana de edad, bajo la

direccion de la Dra. Luary Carolina Martinez Chavarria.

Salmonella enterica serovar Typhimurium es un patégeno comuin a humanos y
animales. En pollos de un dia de edad provoca enfermedad sistémica, mientras que
en pollos de mayor edad causa enfermedad intestinal. Salmonella depende de sus
genes de virulencia para provocar enfermedad, la mayoria se encuentran en
regiones especificas de su genoma conocido como islas de patogenicidad de
Salmonella (SPI), las mas estudiadas son las islas 1 y 2. Estudios previos han
construido mutantes en las que se elimina el sistema de secrecion tipo 3 (SST3)
codificado por dichas islas; en este trabajo se han eliminado todos los genes de
ambas islas. Se emplearon grupos de pollos SPF de un dia y una semana de edad,
con 15 integrantes cada uno, a los cuales se les inoculé via oral una dosis de 10'°
UFC de la cepa silvestre (WT) SL1344 de S. Typhimurium o las mutantes ASPI-1y
ASPI-2 y un grupo control negativo inoculado con PBS. A los pollos de 1 dia de edad
se les aplico eutanasia a las 24, 48 y 72 horas, y a los pollos de 1 semana de edad
se les aplicé la eutanasia 1, 3 o 7 dias post infeccién. Se realiz6 el estudio post
mortem, se tomaron muestras de ciego e higado para el calculo de UFC'’s,
histopatologia e inmunohistoquimica. Se extrajo DNA de los bloques de parafina
para amplificar al gen invA y ssrB de Salmonella mediante PCR y ser analizado
mediante electroforesis en gel. Mientras que la cepa WT fue recuperada del ciego
e higado, las cepas mutantes estuvieron afectadas en su capacidad para colonizar
el intestino o diseminarse al higado pues se recuperaron de estos érganos en menor
cantidad o no se recuperaron. En la evaluacion histopatologica en las muestras
infectadas con la cepa WT, se encontraron lesiones como tiflitis linfocitica y
linfocitica e histiocitica 0 necrosis hepdtica, a diferencia de las muestras infectadas
con las mutantes, donde las lesiones fueron ausentes o en menor cantidad y

gravedad. Por medio de la técnica de inmunohistoquimica detectamos a la cepa WT



en intestino e higado a lo largo de los dias post infeccién, en el lumen cecal,
adherida al intestino y dentro de enterocitos y macréfagos, asi como en el higado.
Por otro lado, las cepas mutantes fueron detectadas en el lumen cecal e intestino
en tiempos mas retardados y en menor cantidad y en ningun pollo fue detectada en
el higado. Ademas, se detectaron en sitios en donde no habia inflamacion asociada.
Nuestros resultados indican que los genes de SPI-1 y SPI-2 tienen un papel

importante en el desarrollo de la enfermedad sistémica y la colonizacion intestinal.

Palabras clave: Salmonella, pollos, islas de patogenicidad, SPI-1, SPI-2



Introduccion
Género Salmonella

Salmonella es un género bacteriano que pertenece a la familia Enterobacteriaceae
y es conocido por ser un patdgeno comun a humanos y animales. Las bacterias
incluidas dentro de este género son intracelulares facultativas, ubicuas, Gram
negativas y se encuentran principalmente en el intestino de mamiferos. El género
Salmonella estd compuesto por dos especies: Salmonella enterica y Salmonella
bongori. Salmonella enterica posee seis subespecies: enterica, arizonae,

diarizonae, houtenae, indica y salamae (Barrow et al., 2013).

El esquema de Kauffman-White publicado originalmente en 1929, divide a
Salmonella enterica en mas de 2500 serotipos con base en las reacciones
serolégicas hacia sus antigenos tales como el lipopolisacarido (LPS o antigeno O),
el flagelo (antigeno H) y su cdpsula (antigeno K). Segun la patogénesis y la biologia
de la infeccion, las serovariedades de Salmonella pueden ser clasificadas por su
asociacion con la produccion de al menos tres tipos diferentes de infecciones. Un
pequefio numero de serovariedades son capaces de producir enfermedad sistémica
en individuos fisiolégica e inmunoldgicamente sanos. Dichas infecciones estan
asociadas con S. enterica subsp enterica serovar Typhi (S. Typhi) y S. enterica
subsp enterica serovar Paratyphi (S. Paratyphi) en humanos, S. enterica subsp
enterica serovar Gallinarum (S. Gallinarum) en aves de produccion (asi como en
otras aves) y S. enterica subsp enterica serovar Cholerasuis (S. Cholerasuis) en
cerdos. Un segundo grupo de serovariedades estan asociadas con infecciones
sistémicas que progresan a infecciones del aparato reproductor en mamiferos
gestantes o en aves de postura; estas incluyen a S. enterica subsp enterica serovar
Dublin (S. Dublin) en bovinos, S. enterica subsp enterica serovar Abortusovis (S.
Abortusovis) en borregas, S. enterica subsp enterica serovar Abortusequi (S.
Abortusequi) en caballos y S. enterica subsp enterica serovar Pullorum (S. Pullorum)
en aves. (Prescott et al., 2010). La gran mayoria de las serovariedades son
incapaces de producir enfermedad sistémica en individuos sanos, pero son capaces

de producir enfermedad entérica.



Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) es el
patdogeno con mayor variedad de hospedadores, siendo afectados los humanos,
bovinos, roedores y aves (Santos et al.,2000). Mientras que en humanos y bovinos
causa enfermedad entérica que generalmente es autolimitante, en los ratones
susceptibles atraviesa el epitelio intestinal y coloniza 6rganos tales como el bazoy
el higado, desarrollando asi enfermedad sistémica (Wemyss et al., 2019). En el caso
de pollos de un dia de edad, se presenta como enfermedad sistémica severa,
mientras que en pollos de una semana de edad coloniza de manera constante el
tracto digestivo (Addwebi et al., 2014).

Islas de patogenicidad

La severidad de la infeccion provocada por Salmonella es dependiente del estado
inmunologico del hospedero, asi como de la presencia de factores de virulencia,
tales como el lipopolisacarido (LPS), fimbrias, toxinas, etc (Andrews-Polymenis et
al., 2010).

Muchos de los factores de virulencia de Salmonella estan codificados en genes que
se localizan en regiones especificas del genoma conocidas como islas de
patogenicidad, que determinan a un microorganismo la capacidad de provocar dafio
debido a los genes que contienen. Se han identificado mas de 10 islas de
patogenicidad en Salmonella (SPI, por Salmonella Pathogenicity Island), algunas de
las cuales se encuentran solamente en algunos serotipos. Las islas mas estudiadas
son las SPI-1 y SPI-2; ambas codifican un sistema de secrecion tipo 3 (SST3), asi
como diferentes proteinas efectoras y reguladoras (Chapell et al., 2009).

SPI-1

Se trata de una isla que se mantiene en todos los serotipos de S.
enterica; comprende 40 genes que estan involucrados en la expresion de los
componentes para el SST3, asi como proteinas chaperonas y reguladoras (Wallis-
Galyov et al., 2000). La funcion primordial de SPI-1 se da durante la fase inicial de

infeccion, dentro del lumen intestinal, ya que las proteinas efectoras de esta isla son
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necesarias para invadir a los enterocitos (Layton et al., 2007). La expresion de los
genes de SPI-1 es controlada tanto por reguladores globales como reguladores
codificados en la isla. Entre los reguladores globales se encuentra el sistema de dos
componentes BarA/SirA'y el sistema CsrBC, entre otros (Martinez et al, .2011). Los
reguladores HilD, HilC y HilA son propios de la isla (Bustamante et al, .2008). Las
proteinas efectoras codificadas en SPI-1 son AvrA, SipA, SipB, SipC, SipD, SopA,
SopB/SopD, SopE, SopE2, SptP y SIrP (Lou et al, .2019). Algunas de estas
proteinas estan codificadas fuera de SPI-1 pero son translocadas por el SST3
codificado en esta isla (Hansen-Wester et al., 2001).

SPI-2

Esta isla posee 44 genes, los cuales estan organizados en 4 operones que son
necesarios para la virulencia: ssa, ssc, sse y ssr. El operén ssa codifica para el
SST3, ssc codifica las chaperonas del SST3, sse codifica las proteinas efectoras y
ssr codifica las proteinas reguladoras. La funcion principal de la SPI-2 es la de
favorecer la supervivencia y la replicacion intracelulares, por ejemplo, dentro de los
macrofagos, una vez que ha sido fagocitada, lo cual se relaciona directamente con
la presentacién sistémica de la enfermedad. La expresién de estos genes esta
controlada por los sistemas globales de dos componentes EnvZ/OmpR vy
PhoQ/PhoP, y por el sistema de dos componentes SsrA/SsrB que esta codificado

dentro de laisla, por el operén ssr que ya se menciond (Jennings et al 2017).

La expresion de SPI-1 y SPI-2 esta relacionada, pues existe una comunicacion
transcripcional entre ellas, dada cuando HilD, el regulador codificado en SPI-1
induce la expresion de SsrAB, el regulador central de SPI-2 (Martinez et al., 2014).
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Sistemas de secrecion tipo 3 (SST3)

Estos son estructuras proteicas complejas que se ensamblan con el objetivo de
formar un complejo similar a una aguja, la cual es utilizada por Salmonella para
translocar las proteinas efectoras desde el citosol de la bacteria hacia el citosol de
las células hospedadoras (Wagner et al., 2018). Los sistemas de secrecion se
encuentran en multiples bacterias, siendo el sistema de secrecion tipo 3 (SST3)
especifico de bacterias Gram negativas. Como ya se menciond, Salmonella posee
dos SST3 que se encuentran codificados en SPI-1 y SPI2, respectivamente. Las
proteinas translocadas por estos sistemas modifican la transduccion de sefiales de
la célula hospedadora, lo cual genera diversos efectos que permiten que la

bacteria entre a la célula, sobreviva y se replique (Andrews-Polymenis et al., 2010)

Patogénesis de la salmonelosis

En la figura 1 se mencionan los eventos principales de la infeccién por Salmonella.

Los hospedadores de Salmonella adquieren la infeccion via oral mediante el
consumo de alimento o agua contaminada y una vez deglutidas, llegan al estbmago,
en donde las que sobreviven al pH &cido, atraviesan y contindan hacia el intestino
delgado (Chapell et al., 2009). Otros elementos con los que la bacteria tiene que
contender son la gruesa capa de moco rica en mucina e IgA, péptidos
antimicrobianos, asi como la presencia de la microbiota intestinal, la cual esta
compuesta por una gran cantidad de especies bacterianas, virus, bacteri6fagos,
arqueas, hongos, protozoos y algunos nematodos (Somer y Backhed et al., 2013).
Estos microorganismos han demostrado brindar beneficios al organismo como es
evitar el crecimiento de enteropatdogenos, fenomeno conocido como resistencia a la
colonizacion (Wotzka et al., 2017). Esto se logra gracias a la competencia que existe
por el espacio y los nutrientes, asi como por la produccion de bacteriocinas, cuya
funcién es parecida a los péptidos antimicrobianos producidos por el hospedero
(Buffie et al 2013).
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En el intestino, Salmonella utiliza distintos tipos de fimbrias que le permiten
adherirse a enterocitos y células M, las cuales son células epiteliales intestinales
especializadas con una menor cantidad de cubierta de moco, glicocalix y menores

microvellosidades (Rehman et al., 2019).

Se ha reportado que Salmonella también posee un sistema de secrecion tipo seis
(SST6), el cual es muy similar al SST3 de manera funcional; sin embargo, el proceso
de inyeccion empleando el SST6 es filogenética, estructural y mecanicamente
diferente. EI SST6 es capaz de perforar la membrana celular para asi traslocar
enzimas o0 toxinas que pueden manipular la maquinaria celular o matarla
directamente; con el objetivo de eliminar bacterias comensales, Salmonella
Typhimurium emplea su SST6 para inyectar su amidasa antibacteriana Tae4 (Sana
et al., 2016, Wotzka et al., 2017).

Una vez que ha entrado en contacto con el epitelio, Salmonella utiliza su SST3
codificado por SPI-1 y trasloca proteinas efectoras como SopB, SopE, SopE2,
SopA, SipA y SipC. SopB es una inositol fosfatasa que afecta a mudltiples
sefalizaciones celulares durante la infeccion incluyendo el reordenamiento de
membranas; SopB activa a las GTP-asas de la familia RHO como RAC1 y CDC42
para reordenar la membrana de la célula hospedadora mediante el factor de

intercambio de guanina (GEF) de los efectores SopE y SopE2 (LaRock et al., 2015).

SipC es una proteina que es esencial para la nucleacion y agrupacion de los
filamentos de actina in vitro, lo que resulta en reordenamientos citoesqueléticos in
vivo. Mientras que SipA no se requiere para la invasion, ésta se une con la actina-F
inhibiendo su despolimerizacién por lo que su accién mejora la eficacia de este

proceso (Santos et al., 2003).

La traslocacion de las proteinas efectoras (especificamente SopE, SopE2 y SopB)
y la deteccion de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP’s por sus
siglas en inglés Pathogen Associated Molecular Patterns) como el LPS o flagelina,
a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRR’s, que proviene de la

abreviacion en inglés de Pattern Recognition Receptors), especialmente hablando
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receptores tipo toll (TLR) y receptores tipo nod (NLR), da como resultado el estimulo
para la produccién de interleucina 8 (IL-8) a través de las MAP cinasas (MAPK) asi
como la via del factor NF-kB. Esto desestabiliza las uniones celulares estrechas y
favorece la migracién transepitelial de polimorfonucleares (neutréfilos en mamiferos
o heterdfilos en las aves) hacia el lumen intestinal (Chapell et al., 2009, LaRock et
al., 2015). SipA y SopA contribuyen a que se continde este ultimo proceso (Lou et
al., 2019).

La inflamacion como respuesta ante Salmonella es también inducida por la
activacion de caspasas inflamatorias mediante el estimulo de receptores tipo NOD,
algunas de ellas se han observado en diferentes hospederos, como caspasa 11 en
el modelo murino, caspasa 1, 2 y 5 en humanos (Jesenberger et al., 2000, Lara-
Tejero et al., 2006). Algunas proteinas codificadas por el SST3 de SPI-1 como Prgl
y FIiC activan a la caspasa 1 en los macréfagos; esto provoca que estos comiencen
a producir mas citocinas proinflamatorias como IL-18 e IL-18, lo cual promueve la
sintesis de IL-17 e IL-22 por linfocitos T, aumentando asi la inflamacion de la

mucosa intestinal.

El proceso inflamatorio exacerbado y la migracién de polimorfonucleares comienza
a afectar la conformacion del epitelio intestinal, manifestandose como necrosis de
los enterocitos y provocando un medio altamente favorable para que la bacteria
pueda proliferar. Esta puede inducir diarrea mediante el aumento de la secrecién de
fluidos por el aumento de secrecion de cloro, gracias a proteinas efectoras como
SopB, que aumenta su secrecion mediante la hidrdlisis del fosfatidilinositol 3,4,5
trifosfato (PI3), que funge como un inhibidor de la secrecion de cloro dependiente
del calcio; asi mismo la actividad de esta proteina produce 1,4,5,6-tetrakifosfato, un

componente que incrementa la secrecion de cloro (Andrews-Polimenis et al., 2010).

Poco después de traslocar sus proteinas efectoras, Salmonella tiene la capacidad
de restaurar la estructura normal del citoesqueleto de la célula hospedadora a través
de otra proteina traslocada por el SST3 de SPI-1, denominada SptP, actuando sobre
los efectos hechos por SopE y SopE2, ya que desactiva a las GTP-asas CDC42 y

RAC1, devolviéndole su morfologia normal a la célula. Este mecanismo se ve
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favorecido gracias a regulacion temporal, ya que SopE es una proteina cuya vida
media es considerablemente menor a comparacion de SptP, lo que favorece su
ubiquitinacidn y degradacion rapida. Otra accidon de SptP es la de revertir la cascada
de sefializacion pro-inflamatoria; bloqueando las MAPK vy revirtiendo la produccién
de IL-8 después de que Salmonella ha invadido. Otras proteinas participan en este
proceso, tales como AvrA (codificada por SPI-1) y SspH1 (por SPI-2), que tienen
como efecto bloquear la expresion génica dependiente de NF-kB (Collier-Hyams et
al., 2002).

Factores como el estado inmunolégico del hospedero, asi como el serotipo de
Salmonella, influyen en que se controle la enfermedad entérica o continle como

enfermedad sistémica.

Como se menciond previamente, Salmonella es un microorganismo intracelular
facultativo y debe comenzar a replicarse dentro de vacuolas llamadas Salmonella-
containing vacuole (SCV), que se formaron al momento de internalizarse en la célula
hospedera. La supervivencia intracelular se da mediante la traslocacién de
efectoras codificadas dentro de la SPI-2 como son SseF,SseG, PipB, PipB2, SteA,
SifA, SifB, SteD, Ssel, SseJSteC, SIrP y SseK2. SipC, es la efectora que favorece
la secrecion de SseB, SseC y de SseD (Jennings et al., 2017)

Para que dé inicio la replicacién, es necesario que SseG localice al complejo de
Golgi, facilitando asi las interacciones entre la célula hospedera y adquirendo
nutrientes. SseG junto con SseF forman un complejo de anclaje con la proteina
asociada al complejo de Golgi ACBD3. No esta totalmente claro si este proceso
opera de la misma manera en macrofagos, donde Salmonella Typhimurium

generalmente no forma microcolonias estrechas (Andrews-Polymenis et al., 2010).

Para que las SCV’s mantengan su integridad, es necesario que se formen cerca de
redes de actina. Una vez realizado esto la bacteria puede comenzar a replicarse,
dando origen a los tdbulos inducidos por Salmonella (Sits, del inglés Salmonella-
induced tubules), que corresponden a estructuras tubulares y filamentosas que

contienen glicoproteinas lisosomales, los cuales son mas evidentes en células
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epiteliales y se extienden desde las SCV’s a lo largo de los microtubulos (Knuff y
Finlay 2017). sifA es un gen que se ha asociado con la formacion de estas
estructuras, codificando una proteina efectora (SifA) secretada por el SST3 de SPI-
2. SifA se ancla a la membrana de las SCV’s y a los Sit's mediante la prenilacién en
la porcion C-terminal del motivo hexapeptido por una geranilgeraniltransferasa del
hospedador (Figueira et al., 2012).

Otras efectoras involucradas en la formacién de los Sits son SseF, SseG, PipB2 y
SopD2. SseF y SseG se encargan de inducir el reclutamiento masivo de los
microtUbulos en los estadios tardios de infeccion, promoviendo asi la agregacion de

vesiculas derivadas del complejo de Golgi hacia las SCV (Dumont et al., 2010).

En el interior de las células, Salmonella debe evitar ser destruida, por lo que algunas
proteinas secretadas por SPI-2 interfieren con el trafico de oxidasas NADPH hacia
las SCV’s. En el modelo murino, SseB ha sido relacionada con este proceso, sin
embargo, no se sabe si su efecto es directo (Gallois et al., 2001, Wang et al., 2020).
SipC interfiere en el trafico celular al inhibir la fusion de los lisosomas con las SCV'’s.
Es importante mencionar que Salmonella puede expresar enzimas que inactivan
directamente a las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno producidas por los
fagocitos del hospedador, como la catalasa y superoxido dismutasa. Sin embargo,
la produccion de especies reactivas de oxigeno por parte del hospedador también
puede llegar a favorecer a la bacteria, ya que mediante la reaccién con el tiosulfato
luminal produce tetrationato y este puede ser utilizado como aceptor terminal de
electrones, permitiéndole producir energia de manera mas eficiente (Jennings et al.,
2017).

Durante la infeccion, Salmonella puede inducir la produccion de factor de necrosis
tumoral (TNF) tanto en células epiteliales como en macrofagos. Esta sefalizacion
tipicamente refuerza la produccién de citocinas pro-supervivencia o factores
antiapoptoticos a través del NF-kB o mediante MAPK. Sin embargo, efectoras como
GtgA, SspH1, SptP y potencialmente SselL pueden prevenir la activacion de estas
vias en lugar de conducir la sefalizacion del TNF hacia cascadas de muerte celular
programada incluyendo apoptosis, necroptosis y piroptosis, desencadenadas por
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TNF, asi como otros ligandos de receptores de muerte o activacion de inflamasomas
(Wemyss et al., 2019).

Para que Salmonella logre diseminarse de manera sistémica, debe evadir a los
macréfagos, diseminandose hacia el torrente sanguineo provocando septicemia y
asi logra colonizar otros érganos como el higado y bazo. Este proceso septicémico
puede ocurrir después de la infeccion entérica con o sin signos de ésta. De igual
manera se ha reportado que Salmonella puede colonizar al higado y bazo mediante
una ruta alterna en la cual no es requerida la colonizacion intestinal ni la invasion de
enterocitos. En este caso, la bacteria es transportada desde el lumen intestinal hacia
el torrente sanguineo y posteriormente a bazo e higado gracias a macrofagos

capaces de expresar CD18 (Vazquez-Torres et al., 1999).

17



.Sssémnnella Uiilories e Prolongaciones

estrechas +— citoplasmaticas

o

[—— Actina S
| %

GTPasas

SptP_-
P JRho ‘N
GTPasas
3 SspH1
AvrA

Células epiteliales

MAPK

R e
‘\ A \‘? \ IL-18
PMN 3 Macréfago
/ IL-8 \
n Salmonella spp

%

SspH2
SpvB
Ssel

g Actina

ves — Ncleo ! \,'\
@

@ \SseF

Pl * SseG
Complejo _~7 Vesiculas
de Golgi secretoras

Figura 1. Patogenia de la salmonelosis. (A) al ingerir las bacterias via oral, éstas pueden viajar a lo largo del tracto gastrointestinal y alcanzar la
mucosa intestinal, donde mediante el uso de las proteinas efectoras codificadas en la SPI-1, se produce la internalizacién de la bacteria al
citoplasma hospedero mediante la modificacion de los arreglos del citoesqueleto, provocando la respuesta inflamatoria y migracion de leucocitos.
(B) Una vez dentro de las células, Salmonella se localiza dentro de las SCV’s y comienza a utilizar efectoras de la SPI-2, para ubicarse cerca
del complejo de Golgi y formar los Sits, para asi poder adquirir nutrientes y continuar replicandose (Ver en el texto mas detalles). Modificado y
adaptado de: Haraaa et al., 2008.



Lesiones

Las lesiones macroscopicas que se observan en infecciones por Salmonella se
localizan en ciego, higado y bazo principalmente. Se presenta enteritis
fibrinonecrética y ulcerativa, en ocasiones con la formacion de pseudomembranas
amarillas a cafés en casos agudos, mientras que en infecciones cronicas es posible
encontrar abundante exudado tipo granulomatoso en los sacos ciegos, asi como
hemorragias multifocales en la mucosa intestinal, especialmente en las placas de
Peyer. El higado y el bazo pueden apreciarse aumentados de tamafio
(hepatomegalia y esplenomegalia, respectivamente) con multiples focos necroticos
blancos y petequias a lo largo del parénquima. En aves, ocasionalmente tanto el
higado como el corazon pueden tener capas de fibrina adheridas (Swayne et al.,
2020).

Microscopicamente las lesiones intestinales se caracterizan por presentar
pseudomembranas eosinofilicas sobre la mucosa, las cuales estan compuestas por
abundante fibrina, restos celulares, células inflamatorias y en ocasiones es posible
encontrar colonias bacterianas. También se observa necrosis epitelial, hemorragias
multifocales, atrofia y fusion de vellosidades con abundante infiltrado inflamatorio
compuesto por polimorfonucleares (neutréfilos en mamiferos y heteréfilos en aves),
linfocitos, células plasmaticas y macréfagos que se localizan desde el epitelio hasta
la lamina propia del 6rgano, llegando a abarcar la totalidad del intestino de manera
transmural en casos graves. Comunmente el higado presenta focos multifocales de
necrosis coagulativa, disociaciéon de los cordones hepaticos, cimulos linfoides e
infiltrado inflamatorio compuesto de linfocitos, células plasméaticas y macréfagos
aunque ocasionalmente es posible observar polimorfonucleares en casos de
infecciones agudas, mientras que en las aves con casos cronicos es posible
observar lesiones granulomatosas con centros necrdticos, abundantes linfocitos,
macrofagos epitelioides y células gigantes multinucleadas. En el bazo es posible
encontrar focos necréticos, hiperplasia de la pulpa blanca e infiltrado inflamatorio
(Swayne et al., 2020).
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Justificacion

Salmonella es uno de los patdgenos bacterianos mas comunes a nivel mundial se
estiman casi 94 millones de casos (Majowicz et al., 2010), mientras que en nuestro
pais; hasta el afio 2017 se tenia un promedio de 45,280 casos de fiebre tifoidea y
mas de 104,471 casos de fiebre paratifoidea u otras salmonelosis (Contreras-Soto
et al., 2019). Salmonella afecta a un amplio rango de hospederos, tanto animales
como humanos; como Sse mencioné anteriormente, causa gastroenteritis
autolimitante, pero en organismos jévenes, adultos mayores e
inmunocomprometidos puede causar enfermedad sistémica, septicemia y en

ocasiones la muerte.

Para entender mejor la patogénesis de la salmonelosis, es necesario evaluar sus
principales factores de virulencia. Los genes de SPI-1 y SPI-2 son los mas
estudiados debido a que son los mas conservados a lo largo de todas las
serovariedades. Para llevar a cabo el estudio de dichos factores de virulencia, es
indispensable el uso de modelos animales. A este respecto, varios han sido los
modelos que se han empleado para el estudio de las infecciones causadas por
Salmonella, sin embargo, no en todos ellos es posible observar las mismas fases

de la enfermedad.

Los bovinos como modelos de infeccién han sido utilizados para la evaluacion de
enterocolitis, pero esto conlleva importantes inconvenientes debido a su gran
tamafio, asi como el costo. Los ratones se han empleado para el estudio de las
fases sistémicas de la enfermedad, ya que en ellos se puede reproducir la
enfermedad que ocasiona S. Typhi en los humanos. Como estos animales son
intrinsecamente resistentes al desarrollo de colitis, para el estudio de la enfermedad
intestinal, se han adaptado ratones tratados con estreptomicina, lo que permite la
colonizacion por Salmonella. Sin embargo, esto no se considera como un modelo
natural de infeccién porque el uso de la estreptomicina permite la eliminacion de
bacterias comensales que favorecen la proteccion contra patdgenos (Coombes et
al., 2005, Palmer et al., 2017).
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El pollo ha tenido una gran relevancia como una alternativa ante tales
inconvenientes ya que dependiendo de la edad se puede observar la fase entérica
o sistémica sin la necesidad de aplicar un tratamiento, ademas de proporcionar
facilidades por su pequefio tamafio, facil manejo y su reducido costo de
mantenimiento. Otros modelos reportados han sido los conejos Nueva Zelanda y

peces cebra (Panda et al., 2014, Howlander et al., 2016)

El papel de los genes de SPI1 y SPI2 se ha evaluado poco usando el modelo del
pollo y esto se ha hecho utilizando mutantes que pierden Unicamente el SST3, pero
no los genes de toda la isla. En este trabajo se analizaran las capacidades de las
mutantes ASPI-1 y ASPI-2 al ser inoculadas en el modelo del pollo de 1 dia de edad,
asi como su capacidad de diseminacion hacia otros 6rganos, con la diferencia a
trabajos similares, donde se utilizan mutantes en las cuales se elimina Unicamente
alos SST3.

Hipotesis

Dado gue los genes de SPI-1y SPI-2 son importantes para la enfermedad intestinal
y sistémica de S. Typhimurium, cepas mutantes de ASPI-1 y ASPI-2 de S.
Typhimurium se veran afectadas en su capacidad de producir lesiones histolégicas
con respecto a las cepas silvestres, en pollos de 1 dia y 1 semana de edad.

Objetivos
Objetivo general

Determinar los efectos patologicos de las cepas mutantes de SPI-1 y SPI-2 de

Salmonella Typhimurium en pollos de 1 dia de edad.

21



Objetivos particulares

Evaluar el efecto de la inactivacion de los genes de SPI-1 y SPI-2, en el desarrollo

de lesiones histopatologicas en los pollos infectados.

Realizar el conteo bacteriano en los 6rganos obtenidos en el estudio post mortem
para evaluar la capacidad de las mutantes para diseminarse.

Determinar la localizacién de la bacteria durante la infeccion y si esta localizacion

se afecta al remover los genes de SPI-1y SPI-2

Materiales y métodos
Cepas bacterianas, cultivos y condiciones de crecimiento

Las cepas utilizadas en este trabajo se describen en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1. Cepas bacterianas empleadas en este trabajo

Cepa Genotipo Referencia
S. enterica serovar Typhimurium WT, SmR Hoiseth y Stocker,
SL1344 1981
ASPI-1 ASPI- Drecktrah et al., 2006
1::kan
ASPI-2 ASPI- Knodler et al., 2003
2::kan

Las cepas mutantes se construyeron previamente, de acuerdo con la técnica
descrita por Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner 2000). Todas las cepas se

crecieron en medio LB adicionado con los antibiéticos para los cuales tienen
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resistencia (estreptomicina 100 pg/ml o kanamicina 20 pg/ml). Se crecieron
durante 24 horas a 37°C.

Calculo de las unidades formadoras de colonias (UFC) para la estandarizacion de

los indculos.

Las cepas empleadas se tienen conservadas en glicerol a -70°C. En 5 ml de medio
LB con los antibiéticos requeridos para cada cepa, se inocularon 15 pl de cada uno
de los gilceroles de cada cepa y se incubaron durante toda la noche a 37°C en
agitacion a 120 rpm. Al dia siguiente, los 5 ml de cultivo se transfirieron a un matraz
con 40 ml de medio LB con antibiéticos para ser incubados de nuevo durante 5 a 6
horas (OD 0.6- 08) a 37°C en agitacion a 200 rpm.

Terminado el tiempo de incubacién, se cosecharon las bacterias en tubos Nalgene
para ser centrifugadas a 5000 rpm durante 25 minutos a 4°C. Se desech¢ el
sobrenadante, se resuspendio la pastilla en 30 ml de PBS 1x y se centrifug6 de
nuevo a 5000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente se desechd el sobrenadante

y las pastillas fueron resuspendidas en 2 ml de PBS 1x

Se transfiri6 1ml de la pastilla a 10 ml de PBS 1x. Se transfiri6 1 ml de esta
suspensién a un tubo de 9 ml de PBS para realizar después diluciones décuples
seriadas con PBS 1x. 10 ul de cada una de estas diluciones fueron sembrados por
cuadruplicado en agar LB y estas placas fueron incubadas durante toda la noche a
37°C. Al otro dia se hizo el conteo de bacterias crecidas en cada caja y se calculé
el numero de bacterias/ml presentes en el in6culo original. Esto permitié determinar
cudl seria la dilucion a partir de la cual podriamos obtener los indculos para infectar

a los animales.

Infeccidn en pollos

Se adquirieron 120 pollos SPF de un dia de edad, provenientes de la empresa

ALPES. Se les ofrecio alimento comercial, asi como agua a libre acceso. Los pollos
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fueron alojados en grupos de 15 individuos, en casetas separadas a una

temperatura de 35°C.

Del total de pollos 60 fueron inoculados al dia de edad y los otros 60 fueron
inoculados hasta alcanzar la semana de edad. Cada uno de los 2 grupos se
subdividié en grupos de 15 pollos cada uno, los cuales fueron inoculados via oral
(VO) con 1 ml de PBS que contenia 1x10%° UFC de la cepa silvestre, la cepa ASPI-
1 o la cepa ASPI-2, respectivamente. Como controles negativos se empled otro
grupo de 15 pollos, quienes fueron inoculados con 1 ml de PBS 1x. Se aplico
eutanasia mediante decapitacion; al grupo inoculado de un dia de edad se realiz6 a
las 24, 48 y 72 horas post infeccion (hpi), mientras que, a los inoculados a la semana

de edad, se aplicé 1, 3 o 7 dias post inoculacion (dpi).

Estudio post mortem e histopatologia

Durante la necropsia se tomaron muestras de 2 cm?® de ciego e higado, que fueron
conservadas Y fijadas en formol al 10% durante 24 horas. Una vez fijados los
organos se procedid a cortarlos mediante el uso de navajas de microtomo. Se
realizaron cortes transversales de las secciones de ciego e higado, en los cuales
fuera posible observar desde la serosa hasta la mucosa en el caso del ciego y tanto
la capsula como el parénquima en el caso del higado. Después fueron embebidos
en parafina, cortados con el microtomo, colocados en una laminilla y tefiidos con la
tinciéon de rutina hematoxilina y eosina (HyE) y Gram para su posterior evaluaciéon
microscoépica. Cada érgano se revisé en su totalidad para asi evaluar la presencia
o ausencia de lesiones histoldgicas. Para cada 6rgano se asigné un puntaje de
acuerdo con diferentes criterios histopatologicos cualitativos y cuantitativos (Tablas
2y 3)
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Tabla 2. Criterios histopatoldgicos para evaluar secciones de ciego.

Criterios de evaluacion histopatoldgica

Ciego
Gradificacion Ausentes Escasas Moderadas Abundantes (3)
(0) 1) 2)
Lesién o
hallazgo
Bacterias 0 Pocas, Las Gran cantidad
intraluminales dispersas bacterias en el lumen,
por el estan obstruyéndolo
lumen abarcando parcialmente y
el lumeny estan sobre el
pocos focos epitelio de
del epitelio manera
generalizada
Bacterias 0 Menos del 35% de 75% o0 mas de
intracriptales 10% de las ocupacion las criptas
criptas con de las estan ocupadas
presencia criptas por bacterias
de
bacterias
Cuerpos 0 1al0 la?25 >26
apoptosicos
Exocitosis 0 20 a 160 160 a 250 >251
Degeneraciéon 0 1al0 11a20 >21

vacuolar
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Infiltrado 0 Bien Bien Mal delimitado,
inflamatorio delimitado, delimitado, expande lamina
no abarca pero se propia
la lamina expande
propia sobre la
lamina
propia
Localizacion Lamina propia (LP), Submucosa (SM), Muscular de la
de heterdfilos mucosa (MM), Muscular del 6rgano (MO)
Gradificacion Ausencia Presencia

Lesion o
hallazgo

Congestion

Edema

Tabla 3. Criterios histopatoldgicos para evaluar secciones de higado.

Criterios de evaluacion histopatolégica
Higado
Lesion Ausente (0) | Leve (1) | Moderado (2) | Abundante (3)
Focos necréticos 0 lab 6all >11
Infiltrado inflamatorio 0 lab 6al0 >11
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Conteo de Unidades formadoras de colonia (UFC)

Muestras de higado y ciego fueron colectadas durante la necropsia en recipientes
estériles y refrigeradas a 4 °C para realizar el conteo bacteriano. Las muestras se
maceraron y homogeneizaron con solucién PBS 1x estéril y posteriormente se
elaboraron diluciones décuples seriadas que fueron sembradas en medio LB y verde
brillante (preparados de acuerdo con las instrucciones del fabricante)
suplementados con kanamicina o estreptomicina. Se incubaron a 37°C durante 24
horas y posteriormente se calcul6 el nimero de UFC/mg de 6rgano empleando la

siguiente formula:

(No. de colonias) (Factor de dilucion)

F =
UFC/g ml de la muestra sembrada

Extraccion de DNA

Tanto de los bloques de parafina que contenian los 6rganos en los que se vieron

bacterias, como de los cultivos bacterianos, se extrajo DNA.

Para extraer el ADN de los bloques de parafina se realizaron 5 a 8 cortes de tres
micras que se colocaron en microtubos. Para eliminar la parafina, a cada tubo se le
agregaron 1200 pul de xilol, se mezclaron y se centrifugaron durante 5 min a 14000
revoluciones por minuto (rpm). Se desecho el sobrenadante y se agregaron 1200 pl
de etanol absoluto, se volvié a mezclar, y se centrifugé durante 5 minutos a 14000
rom. Esto se repitié una vez mas. Posteriormente se decanté el etanol, se secaron
las pastillas y se resuspendieron en 180-300 pl de buffer ATL del estuche comercial
DNeasy blood & tissue (Qiagen). Se agregaron 20-40 ul de proteinasa K y se

mantuvieron a 56°C toda la noche.

Para obtener DNA proveniente de los cultivos se agreg6 200 pl del buffer ATL en
un microtubo y con un asa esterilizada se tomo una colonia para posteriormente
homogeneizar en el tubo. Una vez mezclada la colonia, se agregaron 40 ul de

proteinasa K. El tubo se mantuvo a 56°C durante cuatro horas.

27



Después de la incubacion a 56°C, tanto a los tubos provenientes de los bloques de
parafina como los tubos provenientes de cultivos bacterianos, se les agregaron 200
pl de buffer AL, 200 pl de etanol absoluto y se mezclé. Esta mezcla se transfirio a
una columna de purificacién y se centrifugd a 8000 rpm durante 1 min. Se desechdé
el centrifugado y la columna se transfiri6 a un nuevo tubo de coleccion. Se le
agregaron 500 ul de buffer AW1 y se centrifugé durante 1 minuto a 8000 rpm, se
desechd el filtrado y se agregaron 500 pl de buffer AW2 para volverse a centrifugar
durante 2 minutos a 14000 rpm. Finalmente, la columna se transfirié a un microtubo,
en donde se agregaron 60 ul de aguay se centrifug6 a 14000 rpm durante 2 minutos.

El DNA asi eluido fue conservado en refrigeracion hasta su uso.

Amplificacion de los genes hilA y ssrB mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

Con el DNA extraido de los cultivos bacterianos o de los 6rganos contenidos en
bloques de parafina, se realizé la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para
ello, se amplificaron los genes hilA (de la SPI1) y ssrAB (de la SPI-2). Para amplificar
hilA se emplearon los oligonucledtidos (disefiados manualmente en el departamento
de patologia, tomando como base la secuencia del genoma completo de la cepa
Salmonella Typhimurium SL1344) hilA-F (5’-ACT GTA CGG ACA GGG CTATC-3)
y hilA-R (5-GCG AAG TCC GGG AAT ACA TC-3’) que amplifican un producto de
441 pb. Para ssrAB, se emplearon los oligonucledétidos ssrB-F (5°-GAT CTT AGT
CTA CCT GGC ATC-3) y ssrB-R (5’-ACC TCA TTC TTC GGG CAC AG-3’), que
amplifican un producto de 459 pb. Las reacciones fueron realizadas en un volumen
final de 25 microlitros, que contenia 12.5 ul de TopTaq Master Mix (1.21 unidades
de la Taq polimerasa, buffer para PCR con 1.3 nM de MgCI2, 200 microlitros de
cada dNTP’s), 1.5 ul de cada primer a una concentracién de 25 pmol y 10 ul del
DNA extraido. Las condiciones para la reaccion fueron desnaturalizacion inicial a
94°C durante 1 min, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacién 1 min a 94°C,
alineamiento 1 min a 62°C y extensién 1 min a 72°C; y finalmente un ciclo de

extension final a 72°C por 10 minutos.
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Electroforesis en gel

Los productos amplificados fueron analizados mediante electroforesis en gel. Para
esto se separaron en un gel de agarosa al 2%, tefiido con SYBR safe y fueron
visualizados mediante iluminacién ultravioleta en un transiluminador UVP UV

(Analytik jena).

Inmunohistoquimica

Se realizaron cortes de 5 um de las muestras de ciego e higado embebidas en
parafina los cuales se colocaron en laminillas electrocargadas. Los tejidos se
desparafinaron a una temperatura de 55°C por 30 minutos y 10 pases en xilol
absoluto. Después se rehidrataron en soluciones decrecientes de etanol (100%,
96%, 80% y 70%), y se lavaron en agua destilada. Para inhibir las peroxidasas
enddgenas, las laminillas se sumergieron en una solucién de peroxido de hidrégeno
y metanol en una proporcién 3ml/100ml por 20 minutos a temperatura ambiente.
Para la recuperacion antigénica, las muestras fueron incluidas en solucion Diva
Decloaker 1/20 (Biocare Medical) y se colocaron en una olla a presion durante 3
minutos, se atemperd durante 5 minutos y se lavaron con PBS-TWEEN al 0.1%.
Después del bloqueo, las muestras fueron incubadas con Background Sniper
(Biocare Medical) durante 15 minutos a temperatura ambiente y se lavaron con
PBS-Tween al 0.1%. Posteriormente se aplicé a todas las muestras un anticuerpo
policlonal primario anti-Salmonella Typhimurium (BIOSS) diluido en una proporcién
1:300; se incubd durante dos horas a temperatura ambiente y se volvié a lavar con
PBS-Tween al 0.1%. Subsecuentemente las muestras fueron expuestas con un
polimero-HRP (Biocare Medical) durante 30 minutos, se lavaron con PBS-Tween al
0.1% y finalmente se aplicé diaminobencidina (Betazoid DAB cromégeno de Biocare
Medical) durante 1 min 10 segundos para detectar al anticuerpo secundario que
esta acoplado al polimero, mediante la reaccion con la DAB. Como control positivo
se emplearon muestras de pollos inoculados con una cepa WT y posteriormente
incubados con un anticuerpo anti-S.Typhimurium. Como controles negativos se
usaron muestras de pollos inoculados con la cepa WT e incubados con PBS y

muestras de pollos no inoculados incubados con anticuerpos anti-S.Typhimurium.
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Analisis estadisticos

Los puntajes histopatoldgicos fueron comparados mediante el uso de las pruebas

no paramétricas Mann-Whitney U y Kruskall Wallis.

Los conteos bacterianos fueron analizados mediante el analisis de varianza

mediante el software SPSS.

Resultados
Determinacion de UFC'’s

A partir de los ciegos de los pollos inoculados con la cepa silvestre al dia de edad,
se obtuvieron 10'° UFC/g de manera constante a las 24, 48 y 72 hpi (Fig. 2A). En el
higado la cepa silvestre también fue recuperada a lo largo de los 3 dias, aunque en
cantidades menores (107-108) en comparacién con el ciego (Fig. 2B). En contraste,
las cepas mutantes se vieron afectadas en crecimiento, pues la mutante ASPI-1 fue
recuperada de las muestras de ciegos a las 24 hpi en cantidades similares a la cepa
WT, pero no recuperada a las 48 o 72 hpi (Fig. 2A), mientras que la mutante ASPI-
2 no se recuper6 de los ciegos en ningun tiempo (Fig. 2A). Y en el caso de los
higados, ninguna de las dos mutantes fue recuperada en ninguno de los tiempos de

muestreo (Fig. 2B).

Por otro lado, en los ciegos de los pollos inoculados a la semana de edad, la cepa
WT fue recuperada en cantidades bajas (10%) 1 dpi, y estas cantidades aumentaron
en los 3 y 7 dpi hasta recuperar 10°. Sin embargo, estas cantidades fueron
considerablemente menores a las encontradas en los ciegos de los pollos de 1 dia
de edad (10°) (Fig. 2C). En los higados de estos pollos, la cepa WT también fue
recuperada en cantidades crecientes durante los 7 dpi; sin embargo, su crecimiento
se vio notablemente disminuido (103) (Fig. 2D) en comparacion con la cepa silvestre
obtenida de los ciegos en estos animales (10°). La mutante ASPI-1 fue recuperada

de los ciegos en cantidades similares a la WT durante los primeros 3 dpi, pero su
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crecimiento se vio afectado en comparacion con la WT a los 7 dpi, mientras que en
los higados unicamente fue recuperada a los 7 dpi, pero en cantidades
significativamente menores a la cepa WT (Fig. 2C). La mutante ASPI-2 se vio mas
afectada en el crecimiento en los ciegos, puesto que Unicamente fue recuperada a
los 3y 7 dpi pero en cantidades mucho menores (10%-10%, respectivamente) que la
cepa WT (10°). En los higados, la mutante ASPI2 también estuvo severamente
afectada en crecimiento, aunque en dos pollos se recuperaron escasas colonias en

el dia 3 post inoculacion; sin embargo, eso no fue significativo (Fig. 2D).

En todos los casos, se comprobo que las bacterias obtenidas a partir de los cultivos
en LBy VB correspondiera a S. Typhimurium mediante PCR en la que se emplearon
oligonucledtidos especificos que amplificaban a hilA o ssrB, genes pertenecientes
a SPI-1y SPI-2, respectivamente (Fig. 3).
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Figura 2. Calculo de unidades formadoras de colonia (UFC) en ciegos (A, C) e higados (B, D) de pollos de 1 dia de edad (A, B) y 1 semana de edad

(C, D), infectados con la cepa silvestre de Salmonella Typhimurium o sus derivadas mutantes ASPI-1 y ASPI-2. Analisis de varianza; las barras
corresponden con el error estandar (+), los asteriscos la significancia (P< 0.05).
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de DNA amplificados
mediante la PCR. Carriles 1-3: muestras de pollos inoculados con la cepa WT; carriles
4-6: muestras de pollos inoculados con la cepa ASPI-1; carriles 7-9: muestras de
6rganos inoculados con la cepa ASPI-2: carriles 10 y 11: controles positivos; carriles 12
v 13: controles neagativos. MPM: Marcador de peso molecular 1 Kb plus

Anadlisis histopatoldgico

Los érganos de pollos de 1 dia de edad inoculados con la cepa WT comenzaron a
mostrar alteraciones morfolégicas indicativas de enfermedad entérica a las 24 hpi,
tales como exocitosis, numerosos cuerpos apoptdsicos y abundante infiltrado
inflamatorio linfocitico. En este punto se observaron muy pocos cambios vasculares
como congestion leve de los vasos de la submucosa y escasos bacilos Gram
negativos que se localizaron tanto en el lumen como adheridos al epitelio y dentro
de las criptas intestinales. (Fig. 4A). La tincion de Gram permitié evidenciar que
estos bacilos se encontraban dentro de vacuolas citoplasmaticas, tanto en
enterocitos como en macréfagos (Fig. 5A) Los higados de estos pollos no mostraron

cambios histoldgicos aparentes.

A las 48 hpi la exocitosis fue mas evidente, se apreciaron focos de degeneracion
vacuolar en los enterocitos (Fig. 4C) y el infiltrado inflamatorio granulocitico y
mononuclear, con macréfagos dispersos sobre la lamina propia. EI numero de
bacterias Gram negativas aumentd tanto en el lumen, el epitelio y ahora se

encontraron dentro de la mayoria de las criptas intestinales, en enterocitos (Fig. 5B
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y 5C), y dentro de algunos macrofagos se observaron ademas algunas lesiones con
aspecto de volcan, compuestas por fibrina, restos celulares, granulocitos
degenerados y ocasionalmente bacterias, que se encontraban adyacentes a grupos
de heterofilos (Fig. 4B). En el caso del higado, la presencia de focos necroéticos e
infiltrado inflamatorio comenzé a ser visible a esta hora. Los focos necroéticos se
caracterizaban por la presencia de heteroéfilos degranulados en el centro y por la
disociacion de los cordones hepaticos, debido a la presencia de material
hipereosinofilico denso compatible con restos celulares. En la periferia de los focos
necroticos, se observo abundante infiltrado linfocitico y plasmocitico que también se

expandia entre los hepatocitos.

En los ciegos del grupo inoculado con la cepa WT, a las 72 hpi se encontr6 el mayor
namero de lesiones. Algunos de los vasos sanguineos de la submucosa presentan
en su interior material hipereosinofilico acelular (edema) mientras que los cuerpos
apoptosicos fueron mas evidentes (Fig. 4D y 4E). La cantidad de bacilos Gram
negativos era mucho méas abundante tanto en el lumen como en las criptas,
enterocitos y dentro de vacuolas localizadas en la lamina propia (Fig. 4F y 4G) (Fig.
5C y 5D). La exocitosis se encontro en todas las secciones de ciego analizadas; el
conteo de heterofilos aumenté de manera importante y algunos de ellos estaban
degranulados. El infiltrado inflamatorio linfocitico, plasmocitico e histiocitico era mas
abundante, se distribuia a lo largo de toda la lamina propia y en algunos pollos de
manera transmural. En el higado los focos necréticos y el infiltrado inflamatorio
aumentaron considerablemente. Estos focos eran de mayor tamafio y se
localizaban de manera multifocal a lo largo del parénquima; algunos cercanos a

venas centrales y triadas porta (Fig. 4H).
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Figura 4. Lesiones histoldgicas en pollos de 1 dia de edad inoculados con la cepa WT. (A) Los vasos sanguineos de la lamina propia y de la
submucosa se encuentran repletos de eritrocitos indicando congestion (Asteriscos). (B) La mucosa cecal presenta algunos enterocitos retraidos,
con su nucleo fragmentado y citoplasma hipereosinofilico (punta de flecha). Algunos heterdfilos estan entremezclados en el epitelio (asterisco);
asi mismo es posible ver abundantes restos necréticos con aspecto de volcan y la lamina propia engrosada por infiltrado mononuclear. (C) El
citoplasma de los enterocitos muestra multiples vacuolas desplazando ligeramente al nucleo a la periferia (punta de flecha). (D) Los vasos
sanguineos de la submucosa se encuentran dilatados por la presencia de material acelular eosinofilico correspondiente con edema (Asterisco).

(Continua)



Continuacion figura 4. (E) Algunos de los enterocitos muestran restos nucleares correspondientes a cuerpos apoptésicos (Puntas de flecha). (F)
En la luz cecal es notoria la presencia de bacterias intraluminales (Asterisco), asi mismo la lamina propia se encuentra engrosada por infiltrado
inflamatorio. (G) En la luz de algunas criptas intestinales es evidente la presencia de bacterias, especialmente bacilos cortos (Punta de flecha). (H)
Seccion histolégica de higado. Los sinusoides hepaticos se encuentran disociados por focos hipereosinofilicos correspondientes a areas de
necrosis, infiltrado inflamatorio mononuclear y escasos heteroéfilos degenerados (asterisco), Los vasos sanguineos muestran congestion.



Figura 5. Tinciéon de Gram de ciegos de los pollos de 1 dia de edad, inoculados con la cepa WT. (A) En algunas secciones, donde el epitelio
presenta pérdida de la continuidad y hay reaccion inflamatoria, es posible encontrar bacilos Gram negativos dentro de vacuolas (punta de
flecha). (B) Es posible encontrar bacilos Gram negativos entremezclados en las zonas de lesiones, reaccién inflamatoria y cuerpos apoptosicos
(punta de flecha). (C) Las bacterias que se encuentran en la luz de las criptas intestinales, corresponden a bacilos Gram negativos. (D) Tanto
en la ldmina propia como en los enterocitos es posible encontrar vacuolas en cuyo interior se encuentran bacilos cortos Gram negativos
(asterisco e inserto en la parte superior izquierda).
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Los pollos de 1 dia de edad inoculados con la cepa ASPI-1 presentaron una
disminucién considerable de lesiones en comparacion con aquellos inoculados con
la cepa WT. Alas 24 hpi en el ciego los conteos de heteroéfilos y cuerpos apoptdsicos
fueron menores, la degeneracion vacuolar fue escasa y no hubo presencia de
bacterias ni exocitosis (Fig. 6A). A las 48 y 72 hpi los heterdfilos aumentaron
ligeramente y la presencia de bacterias comenzo a ser evidente en la luz intestinal
y en algunas de las criptas. En uno de los pollos se observaron escasos focos de
exocitosis leve sin cercania a alguna lesion o bacterias. Sin embargo, todos estos
hallazgos fueron mucho mas leves que los encontrados en los ciegos de los pollos
inoculados con la cepa WT. Ningun pollo present6é alguna lesién en el higado en
todos los tiempos de muestreo (Fig. 6B).

A diferencia de lo observado con la cepa SPI-1, en el grupo de pollos de 1 dia de
edad inoculados con la mutante ASPI-2, la presencia escasas bacterias luminales e
intracriptales se observé desde las 24 h y los conteos de heterdéfilos fueron
ligeramente mayores; ademas se observaron cuerpos apoptdésicos. Mientras que,
en comparacion con la cepa WT la disminucién de lesiones fue evidente, ya que no
se observo degeneracion vacuolar ni exocitosis (Fig. 6C). A las 48 hpi las lesiones
observadas fueron similares a las de las 24 hpi, con menor nimero de bacterias en
el lumen y en las criptas, y nUmero ligeramente mayor de cuerpos apoptésicos. Asi
mismo, el conteo de heteréfilos disminuyé de manera significativa en comparacion
con las cepas WT y ASPI-1. A las 72 hpi se observo una cantidad escasa de
bacterias tanto en el lumen, epitelio y las criptas en comparacion con la cepa WT.
Los cuerpos apoptdsicos aumentaron ligeramente, pero sin evidencia de lesiones
asociadas a microorganismos. El conteo de heterdfilos fue ligeramente mayor que
en la mutante ASPI-1, pero éstos estaban bien distribuidos a lo largo de la lamina
propia sin atravesar el epitelio ni las criptas intestinales. Al igual que en la mutante
ASPI-1, no hubo lesiones hepaticas ni alteraciones vasculares (Fig. 6D). En los
pollos del grupo control, fue comin encontrar areas con gran cantidad de heterdofilos;
pero estos se encontraban distribuidos Unicamente en la lamina propia y nunca se
observaron lesiones ni microorganismos asociados (Fig. 6E). Asi mismo, los

higados de estos pollos presentaron degeneracion lipidica micro/macro vesicular,
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hallazgo que se considera normal en pollitos neonatos y tiende a desaparecer en
las primeras semanas de vida, debido a que es resultado de la movilizacion lipidica
proveniente del saco vitelino, que servia como fuente de alimento en etapas
embrionarias (Fig. 6D). El resumen del puntaje para la evaluacion histopatolégica

de ambas infecciones se encuentra en las figuras 7, 8 y las tablas 4 a 11.
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Figura 6. Histopatologia de los pollos de 1 dia de edad, inoculados con las cepas mutantes ASPI-1 y ASPI-2. (A) Ciego de pollo
inoculado con la cepa ASPI-1, en la cual la arquitectura normal del érgano se mantiene y no hay evidencia de infiltrado inflamatorio.
(B) Higado de pollo inoculado con la cepa ASPI-1, donde es posible ver que los hepatocitos presentan degeneracion vacuolar,
hallazgo normal en aves de esta edad. (C) Ciego de pollo inoculado con la cepa ASPI-2, en donde la lamina propia esta ligeramente
engrosada por un discreto infiltrado linfocitico y heterdfilico; sin embargo el epitelio carece de lesiones. (D) Higado de pollo inoculado
con la cepa ASPI-2; la arquitectura normal del higado se encuentra conservada exhibiendo Unicamente degeneracion microvacuolar.
Ciego (E) e higado (F) de aves pertenecientes al grupo control.
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Figura 7. Resumen de los hallazgos histopatolégicos en ciegos de los pollos de 1 dia (A, B, C) y 1 semana de edad (D, E, F), inoculados con

la cepa WT y sus derivadas mutantes ASPI-1 y ASPI-2.
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Tabla 4. Evaluacion histopatolégica de los pollos de 1 dia de edad, inoculados con la cepa WT

Tiempo 24 horas 48 hrs 72 hrs
“ wWT WT WT
Organo e
Numero de pollo 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Bacterias intraluminales 1 2 1 1 1 1 1 2 2 2 2 ND
Bacterias intacrptales 0 2 1 0 2 2 1 2 2 2 2 ND
Cuerpos Apoptésicos 1 2 3 3 2 1 1 3 3 3 3 ND
Ciego Exocitosis 1 1 0 1 1 1 3 2 3 3 3 ND
Degeneracion Vacuolar 0 0 0 3 3 3 3 3 3 3 3 ND
Infiltrado linfohistiocitico 1 1 0 1 2 2 2 3 3 2 3 ND
Localizacién heteréfilos LP,SM EP, LP, SM LP EP, LP, SM EP,LP, SM EP,LP,SM,MO LP, SM, MB, EP EP,LP EP,LP,SM EP,LP,SM,MO EP,LP,SM,MO ND
. Focos necréticos 0 0 0 0 1 1 2 2 1 3 ND
Higado - - =
Infiltrado inflamatorio 0 0 0 0 0 1 2 1 2 ND
Tabla 5. Evaluacién histopatolégica de los pollos de 1 dia de edad inoculados con la cepa ASPI-1
Tiempo 24 horas 48 hrs 72 hrs
i Cepa ASPI-1 ASPI-1 ASPI-1
Organo
Numero de pollo 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
0 0 0 0 1 0 2 1 0 1 1 1
p 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1
pos Apoptdsico 0 1 0 0 1 0 0 1 2 1 2 1
Ciego ocito 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
D 0 0 0 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
do orio 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 6 ille LP LP LP LP LP LP LP LP LP LP LP LP
. ocos necrético 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Higado
do orio 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabla 6. Evaluacion histopatolégica de los pollos de 1 dia de edad, inoculados con la cepa ASPI-2

Tiempo 24 horas 48 hrs 72 hrs
. Cepa ASPI-2 ASPI-2 ASPI-2
Organo
Numero de pollo 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1
B p 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1
pos Apoptosico 0 2 1 3 0 2 2 2 3 2 3 2
Ciego ocito 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
» 0 0 0 0 1 0 0 0 3 3 0 0 0 0
do orio 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 on heterdfilo LP LP LP LP LP LP LP LP LP LP LP LP
. ocos necrético 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Higado
do orio 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tabla 7. Evaluacion histopatologica de los pollos del grupo control, de 1 dia de edad
Tiempo 24 horas 48 hrs 72 hrs
< Cepa Control Control Control
Organo
Numero de pollo 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Bacterias intraluminales 0 0 0 ND 0 0 0 ND 0 0 0 ND
Bacterias intacrptales 0 0 0 ND 0 0 0 ND 0 0 0 ND
Cuerpos Apoptésicos 3 1 2 ND 3 0 0 ND 0 0 0 ND
Ciego Exocitosis 0 0 0 ND 2 0 0 ND 0 0 0 ND
Degeneracion Vacuolar 0 0 0 ND 3 0 0 ND 0 0 0 ND
Infiltrado inflamatorio 0 0 0 ND 0 0 0 ND 0 0 0 ND
Localizacion heterdfilos LP LP LP ND LP LP LP ND LP LP LP ND
Higado Focos necréticos 0 0 0 ND 0 0 0 ND 0 0 0 ND
Infiltrado inflamatorio 0 0 0 ND 0 0 0 ND 0 0 0 ND
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Tabla 8. Evaluacion histopatologica de los pollos de 1 semana de edad, inoculados con la cepa WT

Tiempo 1d 3d 7d
WT WT WT
Organo Cepa
Numero de pollo 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Bacterias intraluminales 0 0 0 0 1 1 1 ND 2 1 2 2
Bacterias intacrptales 0 0 0 0 0 2 2 ND 2 ) 2 3
. Cuerpos Apoptoésicos 1 1 1 1 1 3 2 ND 3 2 3 3
Ciego Exocitosis 0 0 0 0 1 1 2 ND 2 1 0 0
Degeneracion Vacuolar 0 0 0 1 1 1 1 ND 2 1 1 3
Infiltrado linfohistiocitico 0 0 0 0 1 3 2 ND 3 3 1 3
Localizacion heteréfilos LP LP LP LP EP,LP EP,LP EP,LP ND LP EP,LP LP LP
. Focos necréticos 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 1 0
Higado - - =
Infiltrado inflamatorio 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 1 0
Tabla 9. Evaluacion histopatologica de los pollos de 1 semana de edad, inoculados con la cepa ASPI-1.
Tiempo 1d 3d 7d
. Cepa ASPI-1 ASPI-1 ASPI-1
Organo
Numero de pollo 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Bacterias intraluminales 0 0 0 1 1 1 2 1 2 1 2 1
Bacterias intacrptales 0 0 0 0 0 1 2 1 1 1 2 2
Cuerpos Apoptdsicos 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Ciego Exocitosis 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Degeneracion Vacuolar 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Infiltrado inflamatorio 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Localizacion heterofilos LP LP LP LP LP LP LP LP EP,LP LP LP LP
. Focos necréticos 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0
Higado = = =
Infiltrado inflamatorio 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabla 10. Evaluacion histopatologica de los pollos de 1 semana de edad, inoculados con la cepa ASPI-2.

Tiempo 1d 3d 7d
< Cepa ASPI-2 ASPI-2 ASPI-2
Organo
Numero de pollo 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 q
Bacterias intraluminales 1 1 0 1 1 1 1 2 2 0 1 3
Bacterias intacrptales 0 0 0 0 2 0 0 1 3 0 2 2
Cuerpos Apoptdsicos 1 1 1 1 2 2 1 1 2 0 0 3
Ciego Exocitosis 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2 2
Degeneracion Vacuolar 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Infiltrado inflamatorio 0 0 0 0 3 1 0 0 3 3 3 3
Localizacion heterofilos LP LP LP LP EP,LP LP LP LP LP LP LP LP
. Focos necréticos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Higado - = =
Infiltrado inflamatorio 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tabla 11. Evaluacion histopatologica de los pollos del grupo control, de 1 semana de edad
Tiempo 1d 3d 7d
p Cepa Control Control Control
Organo
Numero de pollo 1 2 ND ND 1 2 ND ND 1 2 ND ND
Bacterias intraluminales +) ) ND ND +) ) ND ND +) +) ND ND
Bacterias intacrptales +) ) ND ND +) ) ND ND +) +) ND ND
Cuerpos Apoptdsicos 0 0 ND ND 2 0 ND ND 21 0 ND ND
Ciego Exocitosis 0 0 ND ND 0 0 ND ND 0 0 ND ND
Degeneracion Vacuolar 0 0 ND ND 0 0 ND ND 0 0 ND ND
Infiltrado inflamatorio 0 0 ND ND 0 0 ND ND 0 0 ND ND
Localizacidn heterdfilos LP LP ND ND LP LP ND ND LP LP ND ND
Higado Focos necréticos 0 0 ND ND 0 0 ND ND 0 0 ND ND
Infiltrado inflamatorio 0 0 ND ND 0 0 ND ND 0 0 ND ND




En lo pollos de 1 semana de edad, inoculados con la cepa WT, en el dia 1 pi (post
infeccion) se observaron escasos cuerpos apoptosicos en los enterocitos, la lamina
propia presentd escasos heterdfilos y se observaron cantidades variables de
bacterias Gram negativas intraluminales e intracriptales. A los 3 dpi el epitelio
mostré degeneracion vacuolar evidente, mayor cantidad de cuerpos apoptésicos y
todos estos cambios se encontraban en areas donde ademas se observo la
presencia de bacilos. En otras secciones fue posible observar areas con pérdida de
la continuidad del epitelio superficial (erosion), asociadas a bacilos Gram negativos
e infiltrado inflamatorio principalmente histiocitico, aunque también se observaron
escasos heterdfilos degranulados. Las criptas mas cercanas a estas zonas
ulceradas contenian gran cantidad de bacterias Gram negativas (Fig 9A, Fig 10A,
10By 10C). Lalamina propia se encontraba engrosada por infiltrado linfohistiocitico
y escasas células plasmaticas. Los vasos sanguineos de la submucosa se
encontraron dilatados y en algunos casos contenian material hipereosinofilico
acelular (edema). A los 7 dpi la cantidad de bacterias intraluminales e intracriptales
fue mayor, las zonas de erosion eran mas extensas y se encontraban acompafiadas
de histiocitos (Fig 9B) y areas hemorragicas. En aquellas zonas donde se conservo
el epitelio, se observd degeneracion vacuolar y necrosis. La lamina propia en la
mayoria de las secciones se encontré severamente engrosada por infiltrado
linfohistiocitico mientras que la exocitosis fue marcada en algunas zonas (Fig 9C).
De igual manera los vasos sanguineos de la submucosa se encontraban dilatados.
En algunos pollos, en los vasos sanguineos de la submucosa es posible ver que en
su interior hay cumulos de bacilos cortos entremezclados con fibrina, restos
celulares y células inflamatorias (émbolos sépticos) (Fig 9D). En los higados de este
grupo de aves, se encontraron en el parénquima multiples areas circulares bien
delimitadas de necrosis, que llegaban a medir casi 200 micrometros e interrumpian
la continuidad de los cordones hepéticos (Fig 9E). En el centro de estas areas se
observaban heterofilos degenerados (Fig 9F). En la periferia de dichas areas de
necrosis se observaba infiltrado linfohistiocitico, asi como hepatocitos degenerados.
Los sinusoides adyacentes a estos focos necréticos estaban congestionados, y en

algunas zonas también fue posible ver areas de hemorragia leve. Con la tincion de
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Gram, fue posible encontrar escasos bacilos Gram negativos entre los sinusoides

hepaticos y en el interior de hepatocitos (Fig 10D).

En el grupo inoculado con la mutante ASPI-1 no se encontraron lesiones en ninguno
de los tiempos; Unicamente se encontraron bacterias intraluminales e intracriptales
en diferentes cantidades (Fig 11Ay 11B). En las aves que fueron inoculadas con la
mutante ASPI-2 se encontraron lesiones cecales a los 3 y 7 dpi, tales como areas
de infiltrado inflamatorio mononuclear muy evidentes y Ulceras acompafnadas de
hemorragia con bacterias intralesionales. La ldmina propia de igual forma estaba
severamente engrosada por infiltrado linfocitico y plasmocitico (Fig 11C). Los

higados de estas aves carecian de lesiones (Fig 11D).

Nuestros resultados en conjunto demuestran que SPI-1 es indispensable para la
colonizacion intestinal y la produccion de inflamacion, mientras que SPI-2 juega un
papel importante en la supervivencia intracelular y diseminacion a otros érganos,
sin embargo, también parece influir en la produccién de lesiones intestinales ya que

su delecién disminuye la intensidad de las mismas a comparacion con cepas WT.
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Figura 9. Histopatologia de pollos de 1 semana de edad inoculados con la cepa WT de Salmonella Typhimurium. (A) El ciego presenta
pérdida del epitelio, mientras que la ldmina propia se observa severamente infiltrada por linfocitos y macrofagos (asterisco); en las criptas
intestinales es posible encontrar bacilos cortos (punta de flecha en inserto superior). (B) En otras secciones del ciego es posible encontrar
areas de erosion con bacilos intralesionales asi como infiltrado histiocitico. (C) Ciego. En zonas donde hay gran cantidad de bacterias
intraluminales, algunos heterofilos atraviesan el epitelio (punta de flecha). (D) Ciego. En la luz de algunos vasos sanguineos es posible
encontrar bacilos cortos entremezclados con fibrina y heterdfilos, correspondientes a un émbolo bacteriano. (E y F) Higado. En algunas
secciones, los cordones hepaticos se encuentran disociados por focos de necrosis, infiltrado mononuclear, heteréfilos degenerados, asi como

hemorragia.



Figura 10. Tincién de Gram de ciegos de los pollos de 1 semana de edad, inoculados con la cepa WT. (Ay B) Ciego. En las zonas
de erosioén, se lograron observar abundantes bacterias Gram negativas intralesionales. (C) Ciego. La mayoria de las criptas
intestinales adyacentes a zonas de necrosis epitelial presentaban en su interior abundantes bacilos Gram negativos. (D) Higado.
Entre los sinusoides hepaticos asi como en el interior de hepatocitos, se encontraron escasos bacilos Gram negativos (asterisco)



Figura 11. Histopatologia de pollos de 1 semana de edad inoculados con las cepas mutantes ASPI-1 y ASPI-2. El ciego (A) y los higados
(B) de las aves inoculadas con la cepa ASPI-1 carecen de lesiones. (C) Los ciegos de aves que fueron infectadas con la cepa ASPI-2
exhibian pérdida de la continuidad del epitelio, incremento en el conteo de cuerpos apoptdsicos y todas las lesiones se encontraron
asociadas con la presencia de bacterias intralesionales e infiltrado mononuclear. (D) Los higados de las aves infectadas con la mutante
ASPI-2 no mostraron alteraciones. (E y F) Ciego e higado de aves del grupo control, respectivamente.
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Localizacion de Salmonella Typhimurium WT y las mutantes ASPI-1 y ASPI-2
durante una infeccion

Con el fin de comprobar que los bacilos Gram negativos observados en las lesiones
identificadas en el analisis histopatologico correspondian con S. Typhimurium y
determinar mas especificamente su localizacion en los tejidos, detectamos a la
bacteria mediante IHQ. En esta se emplearon los mismos bloques analizados en
histopatologia y un anticuerpo policlonal anti-Salmonella Typhimurium.

En los 6rganos de los pollos que fueron inoculados con la cepa WT, a las 24 hpi
tanto en los pollos de un dia de edad como en los pollos de una semana de edad,
esta cepa se pudo localizar en el contenido cecal (Fig. 12A) y adherida al epitelio
(Fig. 12B) y asociada a zonas de degeneracion epitelial.

En los pollos de 1 dia de edad, conforme la infeccion avanzé fue posible detectar a
la cepa WT dentro de los enterocitos y en la luz de las criptas (Fig. 12C). En la
lamina propia de los pollos de 1 dia de edad, a las 72 hpi reportamos presencia de
vacuolas que contenian bacilos Gram negativos, en la ldmina propia. La IHQ
permiti6 evidenciar que estas bacterias contenidas en las vacuolas eran S.
Typhimurium (Fig. 12D). Ademas, en las lesiones con aspecto de volcan que
describimos en el andlisis histopatoldgico se logra ver que hay inmunopositividad
contra S. Typhimurium, al igual que dentro de macrofagos (Fig. 12E). De acuerdo
con el analisis histopatoldgico en el higado no se observé positividad para S.

Typhimurium.

En los ciegos de pollos de 1 diay 1 semana de edad, inoculados con la cepa ASPI-
1, se logro detectar S. Typhimurium Unicamente dentro de las criptas (Fig. 13A 'y
13D), en contraste a lo observado con la cepa WT. Ademas, la presencia de la
bacteria en este lugar no estuvo asociada con la produccién de lesiones. A
diferencia de la cepa WT, en el higado de estas aves no se detecto la mutante ASPI-
1 (Fig. 13B). En los ciegos e higados de los pollos de 1 dia de edad inoculados con
la mutante ASPI-2, no fue posible detectar a S. Typhimurium (Fig. 13C y 13D).
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En contraste, en el contenido cecal de los pollos de 1 semana de edad, infectados
con la cepa ASPI-2 se detecto leve inmunoreactividad (Fig. 14E), mientras que en
las areas de Ulcera la bacteria fue detectada en mayor cantidad. Igual que la ASPI-
1, y en contraste con la cepa WT, la mutante ASPI-2 no fue detectada en los higados

de estos pollos.

En pollos de 1 semana de edad inoculados con la cepa WT, en las zonas de Ulceras
observadas en el andlisis histopatolégico a los 3 y 7 dpi, S. Typhimurium fue
detectada extracelularmente (Fig. 14A) y dentro de enterocitos necréticos, asi como
dentro de las criptas adyacentes. A los 7 dpi, S. Typhimurium también fue localizada
multifocalmente en la ldmina propia y dentro de algunos macréfagos (Fig. 14B). En
las secciones histologicas de higado se logré observar marca positiva multifocal en
el parénquima; esta positividad se encontraba entre los sinusoides hepaticos, asi

como en el citoplasma de algunos hepatocitos (Fig. 14C).

En todos los casos, se extrajo el DNA de los blogues de parafina que contenian los
organos empleados en la IHQ y este se emple6 para realizar PCR con
oligonucledtidos especificos que amplifican a hilA o ssrB, genes de SPI-1 y SPI-2
respectivamente. Esto con el fin de comprobar la presencia o ausencia de S.

Typhimurium y corroborar los hallazgos encontrados en las IHQ.

En conjunto, estos resultados evidencian que la ausencia de los genes de SPI-1y
SPI-2 afect6 directamente la capacidad de S. Typhimurium para colonizar el ciego

y diseminarse al higado en pollos de 1 dia y 1 semana de edad.
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Figura 12. Inmunohistoquimica de los pollos de 1 dia de edad inoculados con la cepa WT. (A) Inmunodeteccion de Salmonella
Typhimurium en el lumen cecal, (B) adheridas al epitelio e intraluminales, (C) dentro de las criptas intestinales y (D) En la lamina
propia del ciego en la cual las bacterias se encuentran dentro de vacuolas (asterisco). (E) En las secciones donde se observaron
restos necroticos, se logra observar intensa inmunopositividad intrahistiocitica (punta de flecha). (F) Control negativo.
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Figura 13. Inmunohistoquimica de los pollos de 1 dia de edad inoculados con las cepas mutantes ASPI-1 y ASPI-2 de Salmonella
Typhimurium. (A) En los ciegos de pollos inoculados con la mutante ASPI-1 es posible detectar S. Typhimurium intracriptales, mientras
qgue en el higado no se aprecio inmunomarcaje (B). En los ciegos (C) e higados (D) de pollos infectados con la mutante SPI-2 no se
inmunodetectaron bacterias. Ciego (E) e higado (F), controles negativos.



Figura 14. Inmunohistoquimica de los pollos de 1 semana de edad inoculados con las cepas WT, ASPI-1 y ASPI-2. (A) Ciego de pollo
inoculado con cepa WT, en el cual se puede observar la inmunodeteccion de S. Typhimurium en el contenido cecal. (B) Lamina propia de
ciego del ave anterior, en la que es posible detectar a S. Typhimurium en el interior de histiocitos. (C) En secciones de higado es posible
detectar a S. Typhimurium en el citoplasma de algunos hepatocitos. (D) Ciego de pollo inoculado con la cepa ASPI-1, en el que se observa
inmunopositividad para S. Typhimurium en la luz de algunas criptas; sin embargo no se asociaron con lesiones. (E) Ciego de pollo infectado
con cepa ASPI-2, las criptas intestinales muestran marcaje positivo contra S. Typhimurium. (F) Ciego del grupo control.



Discusion

Salmonella es un patégeno de gran importancia a nivel mundial, que afecta tanto a
personas como a animales. Las islas de patogenicidad 1 y 2 de Salmonella (SPI-1
y SPI-2) son dos de las islas méas estudiadas en esta bacteria debido a que tienen
un papel importante en el desarrollo de las dos entidades clinicas que se presentan
en la salmonelosis, la enteritis y la enfermedad sistémica (Jones et al., 2007). SPI-
1 es requerida para la invasion al intestino (LaRock et al., 2015) y por tanto se asocia
principalmente al desarrollo de enfermedad intestinal, mientras que SPI-2 contiene
genes que permiten que la bacteria sobreviva y se replique intracelularmente,
permitiéndole asi diseminarse a otro 6rganos sistémicamente (Jennings et al.,
2017), aungque también se ha visto que esta isla se requiere para que se desarrolle
la enfermedad intestinal completa en ratones que han sido tratados con

estreptomicina (Coburn et al., 2005).

El conocimiento de la patogenia de la salmonelosis, asi como el encontrar
alternativas de modelos animales para su estudio, son cruciales. Algunos que se
han empleado para su estudio son los bovinos y los ratones, sin embargo, estos
modelos tienen limitantes tales como su costo, requerimiento de instalaciones,
manejo, personal capacitado y tratamientos, y ademas no siempre desarrollan de
manera natural ambas presentaciones clinicas, pues los bovinos Unicamente
desarrollan enfermedad intestinal y los ratones solo presentan la enfermedad
sistémica (Ahmer et al., 1999). Se ha reportado que los pollos pueden desarrollar
ambas presentaciones, dependiendo de su edad, pues los pollos de 1 dia
desarrollan enfermedad sistémica y en los pollos de 1 semana de edad, hay

colonizacion intestinal y enteritis (Jones et al., 2007).

El objetivo de este estudio fue evaluar el papel de SPI-1 y SPI-2 en el desarrollo de
lesiones histologicas empleando al pollo como modelo animal. Para ello realizamos

infecciones via oral en pollos de un dia y una semana de edad, con la cepa silvestre
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de Salmonella Typhimurium y mutantes derivadas de esta, carentes de SPI-1 o SPI-
2.

En pollos de un dia de edad, la cepa WT fue capaz de crecer y replicarse en
cantidades similares tanto en intestino como en higado (Fig. 1A y 1B); sin embargo,
en pollos de una semana de edad, este crecimiento fue progresivo a lo largo de una
semana (Fig. 1C y 1D) y este conteo fue menor en comparaciéon con los pollos de
un dia. Esto puede deberse a que el sistema inmune de las aves de un dia no se ha
desarrollado por completo por lo que la bacteria tendria menor resistencia para
replicarse y diseminarse, por tanto, en pollos de una semana los valores menores
podrian sugerir que el sistema inmune fue capaz de controlar de mejor manera esta
infeccion. Esto mismo puede observarse en la severidad de las lesiones intestinales
y hepaticas en ambos grupos. Los pollos de un dia de edad en general mostraron
lesiones mas severas (tiflitis heterofilica y linfohistiocitica y necrosis hepatocelular)
en comparacién con los pollos de una semana. De manera interesante, al observar
las secciones histolégicas de ciego, los pollos de una semana de edad parecian
tener mayor cantidad de bacterias; sin embargo, al no haber inflamacién asociada
o dafio tisular se consider6 que estas bacterias no correspondian a Salmonella,

hecho comprobado mediante PCR (Fig. 7).

Las aves que fueron infectadas con la cepa ASPI-1 mostraron una marcada
disminucién en los conteos de UFC’s, siendo mas evidente en los pollos de un dia
en los que Unicamente se recuperaron colonias al inicio de la infeccién (Fig. 1A).
Ademas, en estos no se observo evidencia de lesiones asociadas con Salmonella
(Fig. 7); esto significa que, a pesar de tener un sistema inmune inmaduro, la cepa
ASPI-1 no pudo tomar ventaja de eso tal como hizo la cepa WT, para replicarse en
estos organos. Esto resalta la importancia de SPI-1 en la colonizacion intestinal y

por tanto en su posterior diseminacién a otros 6rganos.

En los pollos de una semana, la SPI-1 se recuper6 en cantidades similares a la WT
1 dpi, pero esta cantidad disminuy6 progresiva y significativamente hacia los 7 dpi
y en el higado unicamente se recuperaron al dia 7 pi pero no se encontraron
lesiones histolégicas. Aunque la ausencia de SPI-1 repercutié en el crecimiento de
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la bacteria, esta afectacion no fue tan drastica como la que se observo en los pollos
de un dia, pese a que los pollos de una semana tienen el sistema inmune maduro,
el cual podria contender con mayor eficacia la infeccién por Salmonella. Esto podria
sugerir que las diferencias entre el ambiente intestinal entre pollos de un dia o una
semana podrian favorecer en éstos la replicacion bacteriana; sin embargo, no
fueron capaces de producir lesiones lo que confirma el papel esencial de la SPI-1

en el desarrollo de enfermedad intestinal.

En los pollos de un dia que fueron inoculados con la cepa ASPI-2, las bacterias
mostraron una afectacién severa en el crecimiento, ya que no se recuperaron
bacterias en ningun 6rgano. En cambio, en el analisis histopatologico se encontro
un ligero aumento en el infiltrado inflamatorio de tipo linfocitico, mismo que puede
estar presente ya que esta cepa tiene la SPI-1 y sus efectoras estimulan la
respuesta inflamatoria, pero al carecer de la SPI-2 este no fue un proceso

inflamatorio evidente como se observé en pollos inoculados con la cepa WT.

En contraste, en los pollos de una semana de edad, la mutante ASPI-2 estuvo
severamente afectada en cuanto crecimiento en ciego e higado comparada con la
cepa WT; sin embargo, este efecto no fue tan drastico como el que observamos en
esta cepa en los pollos de un dia de edad. Este resultado podria explicarse porque
en estos pollos se desarrolla la enfermedad intestinal y en los de un dia la
enfermedad sistémica, por lo que la eliminacién de SPI-2 tendria un efecto mas
drastico en éstos. Coburn et al reportaron que, en ratones tratados con
estreptomicina, mutantes que carecen del SST3 funcional de SPI-2, disminuyen la
expresion de moléculas de adhesion intercelular y el reclutamiento de neutrofilos,
por lo que sugieren que en ese modelo murino la SPI-2 es necesaria para producir
enterocolitis (Coburn et al., 2005). Nuestros resultados muestran que a diferencia
de los pollos infectados con la cepa ASPI-1, en los pollos inoculados con la cepa
ASPI-2 si observamos lesiones, aunque eran menos severas en comparacion con
la cepa WT. Esto refuerza el papel de la SPI-2 para el desarrollo de una enfermedad
intestinal completa tal y como lo reporté Coburn et al (Coburn et al., 2005)
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Jones et al. realizaron un estudio similar para evaluar el papel de SPI-1 y SPI-2 en
pollos de un dia y una semana de edad; sin embargo, ellos inocularon a los pollos
con mutantes que Unicamente carecian de una proteina del SST3 de SPI-1 (AspaS)
0 SPI-2 (Assal) de S. Typhimurium (Jones et al., 2007). En pollos de un dia de
edad, recuperaron cantidades similares de las tres cepas a partir de ciego a las 24,
48 y 72 hpi, mientras que, en el higado, solamente la recuperaciéon de bacterias fue
menor a las 48 hpi lo cual contrasta con nuestros resultados pues nuestras
mutantes, si se observaron afectadas en el crecimiento. Esto puede deberse a que
al retirarle inicamente el SST3 la bacteria aun puede tener elementos que le permite
replicarse, en cambio al retirarle toda la isla, este efecto es mas severo. Ademas,
que el sistema inmune es inmaduro y aunado a que Unicamente se les retir6 una
proteina del SST3, esto permitié que siguiera creciendo de manera similar. Esto
puede indicar que a lo largo del genoma de Salmonella existen otros elementos o

islas de patogenicidad que estén involucradas en la replicacion.

En otro estudio Coombes et al (Coombes et al., 2005) reportan que evaluaron el rol
del SST3 en la infeccion por Salmonella empleando asas intestinales de bovino y
ratones previamente tratados con estreptomicina para favorecer la infeccion por
Salmonella, mismos que fueron infectados con una cepa WT (SL1344) o mutantes
afectadas en SPI-1 (invA) o SPI-2 (ssaR). Ellos vieron que en las asas intestinales
y los ratones inoculados con una mutante SPI-2 o una doble mutante SPI-1/SPI-2,
a los 5 dias se observan lesiones leves en el ciego o reduccion de la respuesta
secretora, pero las asas intestinales o los ratones que fueron inoculados Unicamente
con la mutante SPI-1 muestran severos cambios patolégicos. Sus resultados
muestran que aunque la SPI-1 es importante para la induccion de enteritis, SPI-2
tiene un papel mas importante en la patogénesis de la enteritis pues es requerida
sin importar la presencia de SPI-1. A diferencia de este estudio, en nuestras
infecciones observamos que la mutante SPI-1 (que tendria presentes los genes de
la SPI-2) estuvo significativamente atenuada en la produccion de lesiones en
comparacion con la cepa WT, lo cual parece subestimar el papel de los genes de
SPI-2. Esta diferencia con el estudio de Coombes puede ser atribuida al hecho de

gue ellos emplearon ratones, una especie en la cual no es comun el desarrollo de
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enfermedad intestinal por Salmonella, pero al ser tratados previamente con
estreptomicina, el desarrollo de lesiones intestinales podria ser mas evidente pues
son mas susceptibles a la infeccidén y por tanto resalta el papel de los genes de SPI-
2. Otra diferencia importante entre nuestro estudio y el suyo son las mutantes que
emplearon, pues, aunque ellos mencionan que emplearon mutantes SPI-1y SPI-2,
estas solo pierden un gen de SPI-1 o de SPI-2, respectivamente, y no carecen de
toda laisla 1 0 2, como nuestras mutantes. Por tanto, en su caso, la presencia de
otros factores de virulencia contenidos en la SPI-1 podria ser la causa de que esa
mutante aun produzca severas lesiones y respuesta inflamatoria intestinal tanto en

las asas como en los ratones.

En nuestras infecciones, la cepa WT de S. Typhimurium causé lesiones menos
severas que las reportadas en pollos que son afectados por otros serotipos, tales
como S. Enteritidis o S. Gallinarum. Berndt et al observaron diferencias en la
capacidad de invasividad entre los distintos serotipos de Salmonella; mientras que
S. Enteritidis tiene el méas alto grado de invasividad, S. Typhimurium presenta un
grado moderado de invasion a la ldmina propia del ciego lo cual se relaciona con
una moderada intensidad de la respuesta inmune por parte del pollo. Estas
diferencias entre la invasividad y la intensidad del desarrollo de la respuesta inmune
entre serovariedades de Salmonella, podria también reflejarse en las lesiones que
pueden observarse en los diferentes modelos. Singh y colaboradores evaluaron
también la capacidad de invasividad entre cepas de S. Gallinarumy S. Typhimurium.
Observaron que S. Typhimurium tiene efecto invasivo moderado, pero invade mejor
que S. Gallinarum. Sin embargo, S. Gallinarum tiene un efecto mas citotoxico, lo
que provoca lesiones méas evidentes en el intestino (Singh et al.,, 2021). Las
diferencias en invasividad entre los diferentes serotipos se ha atribuido
grandemente a la especificidad de antigenos como las fimbrias entre hospederos y

serovares (Berndt et al., 2007).

Nuestros resultados muestran que los pollos de una semana de edad mostraron
una respuesta inflamatoria predominantemente histiocitica; sin embargo, no existe

mucha informacion actualizada sobre la respuesta inmune en pollos mayores a 1
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dia de edad infectados con Salmonella; esto abriria la oportunidad de estudios
posteriores que permitieran conocer l0os mecanismos que gobiernan estas
respuestas diferentes. En el caso de Salmonella, seria interesante identificar si
existen determinantes de virulencia especificos que induzcan esa transicion en la

respuesta inflamatoria en las aves de diferentes edades.

Por otro lado, en pollos de un dia de edad, encontramos que S. Typhimurium induce
una respuesta inflamatoria principalmente linfocitica. A este respecto, se ha visto
que la expansion de células T CD4+ especificas para Salmonella se inicia
rapidamente en el tejido linfoide asociado a mucosas (GALT por sus siglas en inglés,
Gut associated lymphoid tissue) en el modelo murino al poco tiempo de ser
infectados (Wang Y et al., 2020), ademas de que existe la posibilidad de que
algunas células dendriticas fagociten a Salmonella, procesen sus antigenos y los
presenten a linfocitos T. Este podria ser el caso de la flagelina, la cual seria
excretada en el liquido linfatico subepitelial para asi tener contacto con zonas ricas
en células T sin necesidad de haber transporte celular o diseminacion bacteriana.
La flagelina es el antigeno blanco identificado de manera mas consistente en células
T CD4+ especificas de Salmonella (McSorley et al., 2000; Strindellius et al., 2002).
Aunado a esto, Singh y colaboradores observaron que S. Typhimurium estimula una

mayor proliferacion y diferenciacion de células T especificas (Singh et al., 2022).

Entre los principales factores que pueden influir en la respuesta de los pollos que
infectamos ante la infeccion por Salmonella se encuentran la madurez de su sistema
inmune, la edad, y la microbiota presente en cada poblacién. En la vida neonatal,
tanto en mamiferos como en multiples especies de aves, el sistema inmune tarda
mas en desarrollarse, por lo que, al nacer, presentan respuestas inmunes
deficientes. La dieta puede modificar la microbiota y favorecer la resistencia a la
colonizacion, pues algunas bacterias pueden producir péptidos u otros elementos
con actividad bactericida y asi limitar el crecimiento de microorganismos patégenos,
ademas de ocupar espacios que mantengan alejados a los patdégenos de la
superficie epitelial. Los pollos de 1 semana de edad tienen una microbiota mas

especializada en comparaciéon con los pollos de 1 dia de edad, pues en los pollos
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recién nacidos, la microbiota que coloniza el tracto gastrointestinal es la que se
encuentra presente en el ambiente. Generalmente es colonizado por especies
bacterianas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, posteriormente
reemplazadas por representantes de Lachnospiraceae, Ruminococcaceae vy
Bacteroides (Videnska et al., 2014, Varmuzova et al., 2016, Clavijo-Vivez Flores,
2018). Sin embargo, se ha observado que esta poblacion puede llegar a variar en
gran medida gracias a la composicion de los alimentos proporcionados a los pollos,
pues muchas veces estos contienen diferentes poblaciones microbianas afiadidas
(Polansky et al., 2015). Otro factor a considerar en la composicién de la microbiota
intestinal es la concentracion de acidos grasos de cadena corta (AGCC), que se
producen como resultado de la actividad metabdlica de los microorganismos. La
concentracion de estos AGCC varia a través del tracto gastrointestinal. Se ha
reportado que el acetato y el formato, presentes en bajas concentraciones en el
intestino delgado (30 mM), favorecen la invasion de S. Typhimurium, mientras que
el propionato y el butirato, presentes en grandes cantidades (200 mM) en el ciego y
el colon, tienen el efecto opuesto (Durant et al., 2000; Lawhon et al., 2002; Gantois
et al., 2006; Huang et al., 2008; Jacobson et al., 2018). Esto ha sido observado tanto
en cultivos celulares como en ratones y asas intestinales de bovinos (Lawhon et al.,
2002). Seria interesante conocer las concentraciones de estos AGCC en el tracto
intestinal de los pollos, y determinar si esto influye también en la invasividad.
Podriamos inferir que para este modelo animal algo similar podria estar sucediendo,
pues como ya se menciond, en los pollos de 1 semana de edad, géneros como
Bacteroides predominan en la microbiota y en ratones se ha reportado que este
género produce butirato (Jacobson et al., 2018). Por tanto, en los pollos la presencia
de microorganismos como Bacteroides podria estar también favoreciendo la
presencia de propionato, lo que produciria que en los pollos de 1 semana de edad
exista un microambiente intestinal que limite la invasion de S. Typhimurium y por
tanto esto explicaria por qué en nuestro estudio, encontramos menor cantidad de

UFCs y lesiones en los pollos infectados de esta edad.

Finalmente, con el objetivo de detectar la localizacion y corroborar la patogenia de

Salmonella Typhimurium durante la infeccion, se opt6 por realizar
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inmunohistoquimica. Esto permitié observar a la bacteria en diferentes zonas, en
diferentes tiempos. Tanto en pollos de 1 dia como de 1 semana de edad,
encontramos a la S. Typhimurium WT en el contenido cecal, adherida al epitelio,
dentro de los enterocitos 0 macréfagos, en la luz de criptas intestinales y en dentro
de los hepatocitos, pero en cada uno de estos sitios la cantidad fue diferente
dependiendo del tiempo post infeccion. Esto significa que a las 24 hpi (en pollos de
1 dia o de 1 semana de edad), la cantidad de bacterias en el lumen intestinal y
adheridas al epitelio era mayor y muy pocas se hallaron intracelularmente, pero
conforme aumento el tiempo, a los 3 a 7 dpi, las bacterias se hallaron principalmente
dentro de enterocitos, macréfagos, hepatocitos y de manera abundante en los sitios
de lesién, tales como Ulceras y areas de necrosis. En el caso de la cepa ASPI-1, los
tiempos en los que la fuimos detectando en los diferentes sitios fueron mas
retrasados en comparacion con la cepa WT, ya que la hallamos adherida al epitelio
hasta las 48 hpi. Asi mismo, la cantidad de bacterias que detectamos era menor y
estas bacterias inmunodetectadas estaban en sitios en los que no habia lesiones o
infiltrado inflamatorio asociado. Ademas, esta cepa ya no fue detectada en
hepatocitos. Estos resultados muestran que esta cepa estuvo afectada en su
capacidad de invadir y por tanto diseminarse, y sugieren que al carecer de los genes
de SPI-1 y no producir las proteinas efectoras, no fue capaz de generar lesiones e
inducir la respuesta inflamatoria asociada. La cepa ASPI-2 fue detectada desde las
24 hpi en los pollos de 1 dia de edad, aunque en cantidades menores que la WT en
el contenido cecal, adheridas al epitelio y en la luz de las criptas, especialmente en
las regiones donde habiamos observado discreto infiltrado inflamatorio, mientras
que en los pollos de 1 semana de edad, también la detectamos a las 24 h pero en
este caso, si se detecté asociada a regiones con lesiones como Ulceras, necrosis,
en la luz de las criptas y dentro de algunos macrofagos. Ademas, igual que la cepa
ASPI-1, esta cepa no se detectd en el higado. Estos hallazgos indican que al tener
la SPI-1, la cepa ASPI-2 es capaz de producir efectoras que estén involucradas en
la invasion y el proceso inflamatorio inicial, pero al carecer de la SPI-2 la infeccion
no es completa ya que la gravedad de lesiones fue menor en comparacion con la

cepa WT, lo que corrobora nuestros resultados de histopatologia y el papel de SPI-
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2 para producir una enfermedad intestinal completa reportado por Coburn et al
(Coburn et al., 2005). Ademas, esta mutante ASPI-2 no se logré detectar en el
higado ya que al no tener las efectoras de las SPI-2, no tiene la capacidad de

replicarse y sobrevivir intracelularmente.

Pocos son los estudios reportados en los que se ha detectado a Salmonella
mediante IHQ. Uno de estos es el reporte de Bellido-Carreras et al., en el que
detectaron a S. Typhimurium a lo largo del tracto gastrointestinal y 6rganos linfoides
en cerdos. Al igual que lo que vimos en pollos, ellos reportan la presencia de la
bacteria desde 1 dpi en el contenido luminal del intestino grueso, asi como adherida
al epitelio y dentro de enterocitos. Sin embargo, en los cerdos, a partir del dia 7 pi,
se observo regeneracién epitelial, asi como disminucién del infiltrado inflamatorio,
cosa que nosotros no observamos en los pollos de cualquier edad a lo largo de toda
la infeccion. Estos resultados evidencian la presencia de factores inherentes a las
distintas especies o modelos animales, que dirigen el curso, distribucion y gravedad
de la infeccion por S. Typhimurium. La comprension de dichos factores servira para
desarrollar estrategias que permitan el control de esta enfermedad en las distintas

especies que son afectadas por S. Typhimurium.



Conclusiones

El modelo aviar (pollos), permite el estudio del desarrollo de las lesiones causadas

durante una infeccion con S. Typhimurium.

S. Typhimurium induce tiflitis linfocitica en pollos de 1 dia de edad, mientras en que
pollos de 1 semana de edad induce tiflitis linfocitica e histiocitica y en ocasiones

ulcerativa, asi como necrosis hepatocelular en pollos de ambas edades.

Los genes de SPI-1 son importantes para la invasion celular y la induccion de
respuesta inflamatoria por parte del hospedador, para posteriormente facilitar la
diseminacion al higado.

Los genes de SPI-2 son indispensables para la replicacién bacteriana y la
diseminacién al higado, pero también se requieren para el desarrollo de una

enfermedad intestinal completa.

Durante una infeccion, S. Typhimurium se adhiere a los enterocitos y una vez dentro
del intestino, puede localizarse dentro de enterocitos y macrofagos y dicha
localizacion es similar tanto entre pollos de 1 dia como de 1 semana de edad, pero
en los pollos de 1 semana de edad la cantidad de bacterias es menor, lo que
evidencia la capacidad de esos animales para contender mejor con una infeccion
por Salmonella, cosa que podria estar relacionada con las diferencias que existen
en el sistema inmune y el desarrollo de la microbiota. Futuros estudios en los que
se evallen estos dos factores, seran de utilidad para confirmar su papel dentro de

la patogenia de S. Typhimurium.
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Apéndice
Preparacion de medio de cultivo Luria Bertani

Para la preparacion de 1 litro de medio LB se requiere lo siguiente

. Se disuelven 10 g de triptona, 5 g de extracto de levaduray 10 g de NaCl en 950 ml

de agua destilada, después se agregan 15 g/L de agar.

. Se ajusta el pH del medio a 7.0 agregando NaOH 1N y se ajusta para obtener el

litro
. Se esteriliza mediante autoclave 20 minutos a 25 psi

. Una vez enfriada la solucién a 55°C se le agregan los antibiéticos necesarios (kny
St) 9 pl de kanamicina y 40 pl de estreptomicina, después se vacian en cajas de
petri a una dosis de 9 pg de kanamicina para las mutantes y 40 pg de estreptomicina
para la cepa WT.

. Las cajas se conservan en refrigeracion a 4°C.

Preparacion de medio de cultivo Verde Brillante

. Suspender 29,05 gramos en 500 ml de agua purificada/destilada.

. Calentar hasta hervir Para disolver totalmente el medio.

. Esterilizar mediante autoclave a 15 Ibs de presion a 121°C por 15 minutos
. Agregar el medio previamente atemperado en placas de Petri.

Buffer TAE 1x

. Colocar 20 ml de TAE 50x en una probeta
. Agregarle 980 ml de agua destilada

. Se vacia en frascos ambar y se identifica.
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Gel de agarosa al 1%

. Se pesan 1 gramo de agarosa y se disuelve en buffer TAE 1x

. Calentar en el horno hasta que se disuelva la agarosa en su totalidad. Nota: Se debe

monitorear constantemente para evitar que se derrame, para evitarlo se deben

realizar pausas mientras se disuelve completamente

. Se agregan 20 ul de Sybr safe para después vaciar la mezcla en la charola con el

peine previamente colocado

. Una vez polimerizada la mezcla se retira el peine, se agrega TAE 1x en la camara

hasta cubrir totalmente

PBS 10x

1.

En 800 ml de agua destilada disolver:

80 g de cloruro de sodio NaCl

2 g de cloruro de potasio KCI

14.4 g de fosfato de sodio monobéasico Na2HPO

2.4 g de fosfato monopotasico KH2PO4
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