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RESUMEN
Salmonella enterica es uno de los principales agentes etiolégicos de enfermedades
gastrointestinales transmitidas por alimentos, siendo el serotipo Typhimurium el de
mayor incidencia global. En el tracto gastrointestinal del hospedero (TGH), S.
Typhimurium enfrenta factores de estrés como la acidez estomacal y la exposicion
a sales biliares y especies reactivas de oxigeno, a lo que responde induciendo la
expresion de genes de resistencia a estrés, y formando células filamentosas y
biofilm. Por co-regulacién transcripcional con los genes de resistencia a estrés,
también se inducen genes de virulencia. La secuencia tipo ST19 es el genotipo
fundador y mas abundante del serotipo Typhimurium. En México, el genotipo ST213
ha reemplazado al ST19, posiblemente por una mayor resistencia al estrés dentro
del hospedero, por lo que quizd también es mas virulento. Se evalué aqui la relacién
entre la resistencia al estrés del TGH y la virulencia de cepas ambientales de los
genotipos ST213 y ST19, y de la cepa de referencia ATCC14028 (ST19) de S.
Typhimurium. Aunque las tres cepas formaron filamentos a pH estomacal simulado
de 1.5, la ATCC fue sensible después de 20 min, pero las cepas ST19 y ST213
sobrevivieron después de 60 min. La cepa ST19 fue mas resistente que la ST213 al
ambiente oxidante (H2032) y al desoxicolato de sodio (DOC), que simula las sales
biliares. Pero la cepa ST213 presentd mejor recuperacion a las condiciones de
estrés acido y oxidativo después de 6 h, que ambas ST19. Las tres cepas formaron
biofilm en DOC al 1%, pero las de genotipo ST19 tuvieron mayor porcentaje de
muerte celular que la ST213 al 6% de DOC; ademas, la cepa ST213 conservo la
capacidad de invadir células HelLa post-estrés DOC (6%), pero ST19 no. Las cepas
ST19 portan los genes de virulencia spvA, rcK y pefC, y la cepa ST213 no. La
secuencia del gen de respuesta a estrés rpoS reveld una mutacién no sinébnima en
ST213. Asi, solo ciertas condiciones de estrés del TGH inducen una respuesta
diferencial entre los genotipos analizados, sin observarse una relacién estrés-
virulencia definida. Son necesarios mas estudios para conocer las estrategias del

genotipo ST213 para reemplazar al genotipo ST19, y su impacto en salud publica.

Palabras clave: Salmonella enterica, ST213, ST19, hospedero, estrés, virulencia.
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ABSTRACT

Salmonella enterica is one of the main etiological agents of gastrointestinal diseases
transmitted by food, being the Typhimurium serotype the one with the highest global
incidence. In its passage through the gastrointestinal tract, S. Typhimurium faces stress
conditions such as low stomach pH, the exposure to bile salts and reactive oxygen species,
to which it responds by inducing the expression of stress resistance genes and forming
filamentous cells and biofilm. By transcriptional co-regulation with stress resistance genes,
virulence genes are also induced. The ST19 sequence type is the founding genotype of the
Typhimurium serotype, being the most abundant worldwide. In Mexico, this genotype has
been replaced by ST213, which can be attributed to a greater resistance to stress within the
host than the ST19 genotype, and is also possibly more virulent. In this work, the relationship
between resistance to stress within the host and virulence of strains of ST213 and ST19
genotypes, and of the reference strain ATCC 14028 (ST19) of S. Typhimurium, was
evaluated. Despite that the three strains formed filaments before and after acid stress at pH
1.5, simulating stomach pH, such condition was lethal for the ATCC strain after 20 min, but
not for the ST19 and ST213 strains after 60 min. The ST19 strain was more resistant than
ST213 to the oxidizing environment with H.O, and to bile salts simulated with sodium
deoxycholate (DOC). However, the ST213 strain had better recovery to acid and oxidative
stress conditions after 6 h, than both ST19 strains. All strains formed biofilm in the presence
of DOC at 1%, but ATCC and the environmental ST19 strain had a higher percentage of cell
death than ST213 of DOC at 6%; whereas the ST213 strain remains invasive towards HelLa
cells, ST19 lost this ability after such stress. Both ST19 strains carriage the spvA, rcK and
pefC virulence genes, but the ST213 strain does not. The sequence of the rpoS stress
response gene revealed non-synonymous mutation in the ST213 strain. Obtained results
show that only certain stress conditions of the digestive tract elicit a differential response
between the analyzed genotypes, without observing a defined stress-virulence relationship.
More studies are needed to understand the strategies of the ST213 genotype to replace the

ST19 genotype, and the possible public health consequences of such turnover.

Key words: Salmonella enterica, ST213, ST19, virulence, stress, resistance.



1. INTRODUCCION

La especie de enterobacteria Salmonella enterica es uno de los principales agentes
etiologicos de enfermedades gastrointestinales transmitidas por alimentos. Cada
afio se enferman 550 millones de personas por la ingestion de alimentos
contaminados, de las cuales 220 millones son nifios menores de 5 afos. Este
patébgeno es uno de los cuatro agentes causales principales de enfermedades a
nivel mundial. Los dos serotipos mas importantes de dicho patdégeno, transmitidos
de animales a seres humanos en la mayor parte del mundo, son el serotipo
Enteritidis y el serotipo Typhimurium (WHO, 2018).

En México, los estudios epidemioldgicos sobre S. enterica de relevancia en
la Salud Publica se han enfocado principalmente a registrar la incidencia de ésta en
casos de diarrea, asi como a distinguir los serotipos mas frecuentes. Hacia el final
del siglo pasado, se document6 que el serotipo mas comun encontrado en los
pacientes ingresados a los servicios de salud publica era el serotipo Typhimurium,
y el menos frecuente, Ohio (Gutiérrez-Cogco et al., 2000). M&s recientemente, de
acuerdo con datos del Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgica
(INDRE), del afio 2011 a 2015 los serotipos mas frecuentes fueron Enteritidis y
Typhimurium. En Michoacan, la prevalencia registrada de contaminacién por S.
enterica en carne de bovino es del 16%, de un 5.8% del patégeno en casos de nifios
con episodios de diarrea, y de aproximadamente 2% en muestras de nifios
asintomaticos. En particular, los serotipos mas frecuentemente aislados de carne
de res en el estado de Michoacan son Typhimurium (34.1%) y Derby (24.4%),
seguidos del Anatum (9.8%), mas otros 11 serotipos en menor proporcion. En total,
se han detectado 24 serotipos distintos contaminando carne de cerdo, res y pollo
en el estado de Michoacan (Regalado-Pineda et al., 2011; Kuk-Soberanis et al.,
2016).

Comunmente, las infecciones por S. enterica que involucran serotipos
invasivos son potencialmente mortales en los grupos mas susceptibles como bebés,
ninos pequefnos, adultos inmunocomprometidos, personas infectadas por VIH,
malaria y personas con una alimentacion deficiente (Balasubramanian et al., 2018).

Los cambios asociados a las poblaciones microbianas son otro factor que favorece

1



la dispersion y virulencia de este patdgeno, como la resistencia a antibidticos; dicho
problema genera un impacto en el area de la salud publica y econémica, al
incrementar los costos asociados con vigilancia, prevencion y tratamiento de
enfermedades. Los estudios epidemioldgicos indican que los serotipos de S.
enterica multidrogorresistentes (MDR) son maéas virulentos que las cepas
susceptibles, esto se ve reflejado en el aumento de la gravedad de los pacientes
infectados (Ao et al., 2015; Eng et al., 2015). Ademas, se ha documentado que la
respuesta de S. enterica a diferentes condiciones de estrés ambiental que enfrenta
afuera del hospedero, no solo impactan a la sobrevivencia y crecimiento del
patégeno, sino que también pueden influir en la virulencia y la multi-resistencia a
antibioticos (Kenyon y Spector, 2012). También, se sabe que el estrés favorece la
formacion de células filamentosas provocando un aumento en la biomasa total,
fenbmeno que al presentarse en un alimento contaminado incrementa la
probabilidad de causar infecciones (Finn et al., 2013).

Estudios gendmico epidemiolégicos han documentado cambios recientes en
la prevalencia de genotipos determinados a nivel de tipificacion mediante
secuencias de mdltiples locus (MLST, Multi Locus Sequence Typing), dentro del
serotipo Typhimurium. Tal es el caso del genotipo ST313 en el Africa Sub-
Sahariana (Panzenhagen et al.,2018) y de la ST34 en China (Li et al., 2017), ambos
desplazando a la ST19, considerado el genotipo fundador (Atchman et al., 2012). A
nivel epidemioldgico y de salud publica, el descubrimiento de recambio de
prevalencia entre genotipos de un mismo serotipo es relevante y que permite
evaluar el potencial de dispersién y virulencia a un nivel de discriminacién mas fino,
no evidente en estudios epidemiolégicos basados en serotipos. Asi, el genotipo
ST313 muestra capacidad para causar enfermedad sistémica (Parsons et al., 2013),
mientras que el genotipo ST213 presenta multi-drogo resistencia (Wiesner et al.,
2011).

El recambio de genotipos de S. Typhimurium también esta documentado en
México, en donde el genotipo ST213 ha desplazado en incidencia en alimentos y
muestras clinicas al ST19 (Zaidi et al., 2008). Estudios posteriores han encontrado
que cepas del genotipo ST213 aisladas de alimentos del estado de Michoacan,

logran sobrevivir a condiciones fisicoquimicas asociadas a la preservacion de



alimentos y muestran estrategias de virulencia como la formacion de biofilm y la
filamentacion. Asi mismo, cepas de dicho genotipo presentan mayor capacidad de
internalizar células, lo cual se ha demostrado en estudios in vitro con células Caco-
2 (GOmez-Baltazar et al., 2019). No obstante, a la fecha no se ha determinado como
responde el genotipo ST213 a los factores de estrés asociados al hospedero, y si
dicha respuesta es diferente a la del genotipo ST19. En el presente trabajo se

pretende evaluar estos aspectos.



2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades del género Salmonella

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, cuyas especies
presentan las caracteristicas citoldgicas de ser bacilos Gram Negativos de 2 a 5 um
de largo por 0.5 a 1.5 um de ancho, no formadores de esporas, anaerobios
facultativos, generalmente moviles, provistos de flagelos peritricos a excepcion de
S. Gallinarum. No producen indol, no degradan la urea, y son capaces de

descarboxilar lisina y ornitina (Andino et al., 2015).

2.2 Clasificacion

Este género esta constituido Unicamente de dos especies, Salmonella enterica y
Salmonella bongori. Seis subespecies pertenecen a la especie enterica, siendo
Salmonella enterica subespecie enterica la que incluye a mas de la mitad de los
serotipos que conforman este género (Brenner et al., 2000; Achtman et al., 2014),

como se puede observar en la figura 1.

Salmonella
l (2610) l
Salmonella bongori | Salmonella enterica I
v T T T T T
Subsp. V
(23) Subsp. | Subsp. Il Subsp. llla Subsp. lllb Subsp. IV Subsp. V1
enterica salamae anzonae diarizonae houtenae indica
(1547) (513) (100) (341) (73) (13)
* 99% infecciones en humanos v animales i
Salmonella tifoidea Salmonella no tifoidea
(humanos) (humanos y animales)
¢ ' 3 ¢ ' 3
Fiebre tifoidea I Fiebre paratifoidea l Gastroenteritis I Extraintestinal l

; T I I

infeccioén autolimitada (no invasiva) Infeccién focal
S. Choleraesuis

S. Typhi S. Paratyphi A S. Typhimurium S. Typhisuis
S. Paratyphi B dTar- S. Enteritidis S. Typhimurium
S. Paratyphi C + 1500 others S Enteritidis
Bacteriemia (invasiva) S. Dublin

Bacteriemia

= TyPmdtm S. Choleraesuis

S. Enteritidis S. Typhisuis
2. 8ublr:2 S. Typhimurium
irchow S. Enteritidis
S. Heidelberg S. Dublin
S. Virchow

S. Heidelberg
S. Bovismorbificans

Figura 1. Clasificacion actualizada del género Salmonella (imagen modificada de Achtman et al.,
2014).



De acuerdo con la presencia de los antigenos O de lipopolisacéarido, Vi de
polisacéarido capsular y H flagelar (Fig. 2), las cepas de Salmonella enterica pueden
serotipificarse (Jurado-Jiménez et al., 2010) y ser clasificadas bajo el esquema
Kauffmann-White (Figura 1). Este esquema consiste en la asignacion de serotipo a
cepas del género Salmonella, con base en reacciones de aglutinacion con
antisueros que son especificos para los epitopes del antigeno O, H o Vi; lo cual ha
permitido identificar a mas de 2,600 serotipos (Atchman et al., 2012), a los que

también se les designa como serovariedades.

Flagelo (Antigeno H)
Capsula (Antigeno K o Vi)

LLipopolisacarido o
endotoxina (LPS)

Antigeno comun

— Polisacarido O
[% Nucleo de polisacarido (antigeno comuin)

Lipido A (endotoxina)

Figura 2. Estructura de la pared celular de las enterobacterias. Las estructuras que constituyen los
epitopes de superficie para la serotipificacion de Salmonella enterica se encuentran en negrita
(imagen modificada de Caffer, 2001).

Los serotipos que pertenecen a la subespecie enterica estan estrechamente
relacionados con las infecciones de los vertebrados de sangre caliente (Uzzau et
al., 2000; Gal-Mor, 2019). Sin embargo, entre los serotipos se presentan diferencias
importantes tales como el tipo de hospederos a los cuales infectan y los sintomas
clinicos de la enfermedad que producen. Asi,los serotipos Enteritidis

y Typhimuirum poseen un amplio rango de hospederos y frecuentemente generan



una enfermedad gastrointestinal en el ser humano, infeccion sistémica en el raton y
un cuadro crénico asintomético en aves (Baumler et al., 2013; Gal-Mor, 2019). Otros
serotipos, en cambio, tienen una alta especificidad de hospedero y generalmente
causan la enfermedad en una Unica especie animal, como es el caso del serotipo
Typhi (S. Typhi), que afecta sélo al ser humano generando una enfermedad
sistémica denominada fiebre tifoidea (Parkhill et al., 2001; Gal-Mor, 2019).

2.3 Epidemiologia de Salmonella enterica en México

Salmonella enterica es uno de los agentes patbgenos mas comunmente asociados
con alimentos contaminados (WHO, 2008). Se han descrito mas de 2,600 serotipos
de Salmonella spp. y aproximadamente el 60% de éstos dentro de la especie S.
enterica, la cual contiene la mayoria de serotipos que son patégenos de humano
(Popoff et al., 2001; Atchman et al., 2012).

En México, los estudios sobre S. enterica y su importancia en la salud publica
se han enfocado principalmente en registrar la incidencia de ésta en casos de
diarrea, asi como a distinguir los serotipos mas frecuentes. En un estudio realizado
en cuatro estados con distintas caracteristicas socioeconémicas (Sonora, San Luis
Potosi, Michoacan y Yucatan), se aislo S. enterica del 12.3% (2,893 muestras) de
nifios menores de 6 aflos con cuadro de diarrea y del 5.3% (6,685 muestras) de
nifios asintomaticos (Zaidi et al., 2008). Los serotipos mas comunmente aislados de
nifios con padecimiento gastrointestinales fueron Typhymurium (22.2%) y Enteritidis
(14.5%), encontrdndose en menor proporciébn también los serotipos Agona,
Muenchen, Oranienburg, Anatum, Newport y Meleagridis. En este mismo estudio,
se encontrd una alta incidencia de contaminacion de carne de res por S. enterica
(21.3%-36.4) al analizar 1,733 muestras de carne en expendios de venta al
menudeo.

Aunque la carne de aves de corral, cerdo y res ha sido considerada
histéricamente como fuente potencial de salmonelosis, algunos reportes indican que
el queso crudo también puede ser una fuente importante de infecciones por S.
enterica en México. Por ejemplo, Miranda et al. (2009) analizaron un total de 441
muestras de alimentos crudos provenientes del centro de Meéxico (Hidalgo),

encontrando que el 21.1% estaba contaminado con S. enterica, y el 30.3% de las



muestras contaminadas provenian de queso crudo. De la misma manera, Gonzélez
y Franco (2015) encontraron S. enterica en una muestra representativa de quesos
de una comunidad de Oaxaca. Mientras que Sanchez-Valdés et al. (2016)
encontraron la presencia del patdégeno en queso fresco de cinco queserias de
Zacazonapan, Estado de Meéxico. En particular, nuestro grupo de trabajo en
colaboracion con el Laboratorio Estatal de Salud Publica (LESP-Michoacan) ha
encontrado que los serotipos aislados mas frecuentemente de derivados lacteos,
carne de cerdo, res y pollo en el estado de Michoacan, son Typhimurium (13%),
Anatum (12%), serogrupo B (11%) y Agona (9%), encontrandose en menor
proporcion otros 30 serotipos (Regalado-Pineda et al.,, 2011). La presencia de
serotipos poco comunes en alimentos, pero asociados a brotes de diarrea, se ha
documentado para Michoacan tal como se reportd en un brote en la prision estatal
ocasionado por cepas del serotipo Oranienburg, las cuales presentaron resistencia

multiple a antibiéticos (Vazquez-Garcidueiias et al., 2014).

2.3.1 Epidemiologia de ST determinada por MLST
En una gran mayoria de sistemas de salud de diversos paises, la vigilancia
epidemioldgica de S. enterica consiste en reportar los serotipos obtenidos de brotes
o de alimentos en esquemas de muestreo determinados (Antunes et al., 2016). Tal
es el caso de México, en el que los reportes de serotipos encontrados se basan en
la Norma Oficial Mexicana NOM-114-SSA1-1994, Bienes y Servicios: Métodos para
la Determinacion de Salmonella en Alimentos. No obstante, desde la Gltima década
del siglo pasado fueron emergiendo esquemas de tipificacion basados en
marcadores genético- moleculares, para diferenciar entre cepas dentro de un brote
de las que no lo son, y asi establecer cadenas de dispersion (Atchman et al., 2012).
Aunque en la actualidad los esquemas de tipificacién avanzados se basan ya en la
comparacion de genomas completos (Land et al., 2015), el esquema de Multi Locus
Sequence Typing (MLST), basado en los polimorfismos de un solo nucleétido de
secuencias de siete loci de genes de mantenimiento (housekeeping), sigue siendo
util en estudios de tipificacion (Larsen et al., 2012).

Dentro del serotipo Typhimurium, el mas abundante a nivel mundial, se ha

reportado que la secuencia tipo fundadora de este genotipo es la ST19 (Atchman et



al., 2012). Sin embargo, recientemente se han descrito fendémenos de
desplazamiento del genotipo fundador ST19 por otros genotipos que comienzan a
tener una gran relevancia epidemioldgica. En Africa Sub-sahariana, por ejemplo, se
ha reconocido al 90% de los aislados de Salmonella enterica serotipo Typhimurium
como genotipo ST313, generando infecciones invasivas de manera
prevalentemente en esta region (Branchu et al., 2018). Dicho genotipo también se
ha aislado en Inglaterra y Gales, asociandose aqui a infecciones gastrointestinales
(Ashton et al., 2017). Otro ejemplo relacionado a este desplazamiento se reporto en
Shenzhen, China, en donde durante el periodo de 2010 a 2014 se obtuvieron 240
aislados de Salmonella Typhimurium (33 en alimentos y 207 clinicos), encontrando
que el 69.58% era del genotipo ST34 y el 23.75% del ST19. Ademas, un porcentaje
significativo de los aislados ST34 (72.46%) presentd una gran capacidad de formar
biofilm, asi como resistencia a multiples farmacos (Li et al., 2017).

En Meéxico, se detectd por primera vez al genotipo ST213 en distintas
regiones del pais tanto en aislados clinicos humanos como de alimentos (Wiesner
et al., 2009) y se determin6 como el mas abundante en los estados de
Yucatan, Michoacan, San Luis Potosi y Sonora; desplazando al genotipo fundador
(ST19). Ademas, en este mismo estudio se identificé al genotipo ST213 con un
fenotipo de multidrogorresistencia a antibiéticos en nuestro pais (Wiesner et al.,
2011).

2.4 Patogenicidad

Salmonella enterica se transmite por via fecal-oral generalmente a través de los
alimentos. Puede llegar a sobrevivir a la acidez del estbmago y la osmolaridad del
intestino delgado; induce su internalizacion por las células epiteliales intestinales del
ileon y resiste la fagocitosis por los macréfagos, favoreciendo la colonizacion del
tejido linfoide subyacente y los ganglios mesentéricos (Cossart et al., 2004). Los
macrofagos se consideran las células blanco de la infeccion, ya que la bacteria se
establece en un compartimiento acido conocido como vacuola, donde es capaz de
evadir la actividad litica de los componentes lisosomales, multiplicarse vy

propagarse en el tejido intestinal o en el resto del organismo de su hospedero



cuando se establece una infeccion local o sistémica, respectivamente (Haraga et
al., 2008).
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Figura 3. Estrategias de invasion de Salmonella enterica (imagen modificada de Cossart et al.,
2004).

Varios serotipos de Salmonella no tifoidea (p. €j., Typhimurium, Dublin,
Choleraesuis) tienden a tener mas posibilidades de causar infecciones
extraintestinales que otros. En particular, cepas de la Secuencia Tipo 313 (ST313)
de S. Typhimurium, se asocian con enfermedad invasiva (Leekitcharoenphon et al.,
2013; Gal-Mor et al., 2014). Otros factores de riesgo importantes para la enfermedad
invasiva, ademas del VIH, son la coinfeccién con la malaria y la malnutricién. A
diferencia de la fiebre entérica, las personas infectadas con S. enterica no tifoidea
presentan gastroenteritis aguda y diarrea acuosa autolimitada. La nausea, los
vomitos, el dolor abdominal y la fiebre también son sintomas comunes. Los
sintomas aparecen de 6 a 12 h después de la ingestidon del patdgeno y los sintomas
clinicos duran menos de 10 dias (Gal-Mor et al., 2014). La dosis infectiva de S.
enterica es de aproximadamente de 108 células capaces de producir enterotoxinas

en la mucosa del intestino delgado (Alvarez-Ordofiez et al., 2011).



El resultado clinico de la infeccion por S. enterica depende en gran medida
del serotipo involucrado y del estado inmunolégico del individuo. S.
enterica interactla inicialmente con las células epiteliales, que pueden reconocer
bacterias patégenas e inducir una respuesta inflamatoria reclutando distintas células
fagociticas (Kaiser et al., 2011). La respuesta inmune temprana implica el
reclutamiento de neutréfilos y monocitos en las células M de las placas de Peyer del
intestino, generando un proceso inflamatorio y favoreciendo el retraso de la
propagacion de las bacterias a los tejidos sistémicos (Tam et al., 2008). Los
neutrofilos y las células NK desempefian un papel importante en la etapa inicial de
la infeccidén al generar IFN-y; ademas, monocitos inflamatorios pueden producir
enzimas productoras de éxido nitrico como iNOS y citocinas como TNF-a e IL-13
en la zona afectada (Pham et al., 2015). Los macro6fagos residentes en los tejidos
infectados también pueden fagocitar a las bacterias y activar la caspasa-1 e inducir

citocinas proinflamatorias como IL-1B e IL-18 (Miao et al., 2006).

2.5 Factores de virulencia

Dentro del hospedero, los genomas de las bacterias entéricas se encuentran bajo
intensa presion selectiva debido a factores que incluyen la competencia con la
microbiota residente del tracto digestivo, la fluctuacion cualitativa y cuantitativa en
las fuentes de nutrientes y del medio ambiente, asi como la presién del sistema
inmune del hospedero, entre otros. Por ello, es de esperar que los genomas de las
bacterias entéricas muestren “marcas” de estas presiones y esto se vea reflejado
en la presencia de genes individuales o bloques de genes que, en conjunto,
potencian la capacidad patogénica de las bacterias. Se ha observado que
frecuentemente dichos genes muestran un contenido de GC que difiere respecto al
resto del cromosoma. Esto sugiere que probablemente los genes involucrados han
sido adquiridos de manera independiente por un evento horizontal de transferencia
de genes. De hecho, estos genes se asocian frecuentemente con genes de
plasmidos, propiciando la adaptacién o modificacion de la capacidad patogénica de
la bacteria y dichos bloques de genes asociados a virulencia son denominados

“Islas de patogenicidad” (Baker y Dougan, 2007).
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Los genes de virulencia ubicados en las islas de patogenicidad juegan un
papel crucial en la patogénesis de las infecciones ocaionadas por S. enterica. Las
islas de patogenicidad de éste patdgeno contribuyen a la invasién de la célula
hospedera y a la patogénesis intracelular. En la actualidad, se han descrito 12 islas
de patogenicidad entre las que se comparten algunas regiones, aunque el tamario,
la estructura y su funcioén, asi como la distribucién en subespecies y serotipos,
pueden ser marcadamente diferentes (Hensel, 2004). Lavirulencia de S.
enterica depende en parte de su sistema de secrecion tipo Il codificado en la isla
de patogenicidad Tipo 2 (Jennings et al., 2017); estos sistemas son estructuras con
analogia a jeringas mediante las cuales se secretan las proteinas efectoras que
ayudan al patégeno a invadir células humanas o de animales.

La isla de patogenicidad Tipo 1 esta relacionada con la invasion de células
no fagociticas mediante un proceso que involucra la modificacion del citoesqueleto
o "ruffling”. También participa en el proceso de replicacion intracelular, interviene
con la respuesta inmune del hospedero y algunos genes dentro de esta se
relacionan con la formacion de biofilm (Barreto et al.,, 2016). En la isla de
patogenicidad Tipo 1 se encuentran los genes sopE, avrA, invA, invH, sipA, sipB,
sipC, sipD, los cuales determinan la penetracion de la bacteria a la célula epitelial.
Los genes invA y sopE modifican el citoesqueleto de actina de la célula epitelial para
facilitar la invasion. En las Islas de patogenicidad 2 a la 5 se encuentran los genes
ssaQ, rmbA, spi4-F y sopB, involucrados en la replicaciéon intracelular y el
crecimiento en el interior de las células epiteliales y macréfagos, para su posterior

infeccion sistémica (Saldarriaga et al., 2000; Chaudhary et al., 2015).

2.5.1 Plasmido de virulencia

Distintos serotipos de Salmonella enterica subespecie enterica albergan un bajo
namero de copias de plasmidos de virulencia, los cuales tienen un tamafio variable
de 50 a 90 kb (Lobato-Marquez et al., 2016). El plasmido de virulencia de Salmonella
Typhimurium, denominado pSLT, no se encuentra en otros géneros distintos de
Salmonella y es considerado serotipo especifico para S. Typhimurium. Se ha
reportado que en su forma mas comun tiene un tamafio de 94 kb (Hiley et al., 2019).

Se presume que la transmision del plasmido pSLT se lleva a cabo de forma vertical
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sblo entre serotipos de S. enterica, debido a que éste parece no moverse
horizontalmente entre otras bacterias (Silva et al., 2017). El plasmido pSLT posee
algunos genes relacionados con la virulencia, como el operdn spV, mientras que
otros estan implicados en la adhesién por medio de fimbrias, como los genes pefC
y rck, este ultimo involucrado en la evasion de la respuesta inmune mediante la

destruccion del complemento (Mendoza et al., 2009).

pSLT 105702333
s &

PSLT AEOOG471
93931 bp

Figura 4. Mapa fisico del plasmido de virulencia pSLT AE006471 de Salmonella Typhimurium
(imagen modificada de Hiley et al., 2019).

2.6 Resistencia a estrés
2.6.1 Resistencia a estrés ambiental
Aunque el tracto digestivo es el habitat natural de S. enterica, este patdogeno infecta

a su hospedero mediante la ingesta de comida contaminada, por lo que puede

12



permanecer por periodos prolongados de exposicion al ambiente fuera del tracto
digestivo, durante los cuales enfrenta cambios subitos en las condiciones
fisicoquimicas del entorno. Este ambiente puede ser tanto natural, incluyendo suelo
y cuerpos de agua, como comercial, que abarcaria plantas de procesamiento de
alimentos, rastros, refrigeradores de comercios, entre otros (Winfield y Groisman,
2003). En dichos ambientes los cambios de pH, osmolaridad, temperatura,
humedad y radiacién, son constantes. Determinados serotipos de S. enterica
pueden enfrentar exitosamente la amplia gama de condiciones de estrés presentes
en los microambientes naturales, comerciales y del hospedero (Kenyon y Spector,
2011; Rychlik y Barrow, 2005).

Se ha documentado que algunos serotipos de S. enterica pueden sobrevivir
a temperaturas de 6°C (Humphrey et al., 2011), e incluso al estrés generado por
una condicién de calor subletal de 42°C (Sirsat et al., 2011). Ademas, este patdégeno
sobrevive en alimentos con baja disponibilidad de agua como cascaras de
almendras secas, mantequilla de cacahuate, leche en polvo, polvo de cacao, nuez
y productos de alimentacion de las aves de corral, durante largos periodos de tiempo
(Margas et al., 2014). La alta capacidad de respuesta que muestran distintas
variantes de este patégeno se debe en parte a reguladores transcripcionales que
responden a estimulos especificos y desencadenan una cascada de sefializacion
para contrarrestar el estrés. Las tensiones ambientales que dafian la membrana
externa o interrumpen la homeostasis periplasmica de bacterias Gram negativas,
conducen a la estimulacion de la envoltura de respuesta al estrés (Appia-Ayme et
al., 2011).

En estudios realizados por nuestro grupo de trabajo, cepas de S. enterica
Typhimurium de los genotipos ST19 y ST213 se expusieron durante ocho dias a
condiciones asociadas a la preservacion de alimentos, como actividad de agua
reducida (a,,), pH acido y temperatura de refrigeracion. Se determin6 que las cepas

ST213 presentaron mayor porcentaje de viabilidad que la ST19 a pH 3.5 en
refrigeracion. Sin embargo, en la misma condicion de estrés a temperatura
ambiente, la viabilidad de tres cepas de los genotipos ST213 fue menor que la de
ST19. También se observaron diferencias intragenotipo en las cepas ST213 para

resistir las condiciones de a,,, tanto en refrigeracion como a temperatura ambiente,
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en las que dos cepas ST213 tuvieron mayores porcentajes de viabilidad en
comparacion con el genotipo ST19 (Gomez-Baltazar et al., 2019). Por otro lado, se
evalud la capacidad de recuperacion post-estrés durante 6 h y se observo que las
cepas 115 y 196 (ambas ST213) entran mas rapido en fase exponencial para la
mayoria de condiciones de estrés probadas en comparacion con las demas cepas.

Para las condiciones de a, (4°C), pH (4°C) y pH (Tamb) las cepas tardaron mas en
entrar a fase exponencial (4 h). No asi para la condicién a,,, (Tamb) que desde las 2

h de recuperacion la mayoria de cepas entraron en fase exponencial, siendo esta
condicion la que fue mas letal para las cepas durante el estrés. En conclusién, se
determind que el genotipo ST213 de S. enterica tiene mayor resistencia a
condiciones adversas cuando esta en refrigeracidn en comparacion con ST19; sin
embargo, cuando estan en refrigeracion tardan mas en entrar en crecimiento
exponencial todas las cepas probadas de ambos genotipos, posiblemente debido a
la activacion de genes asociados a resistencia a estrés (rpoS, rpoE), en lugar de
genes asociados a crecimiento y replicacion (rpoD) por efecto de la temperatura
(GOmez-Baltazar et al., 2019).

2.6.2. Resistencia a estrés y dafio celular dentro del hospedero
Ademas del estrés ambiental fuera del tracto digestivo, S. enterica esta expuesta a
una serie de ambientes estresantes durante su ciclo de vida dentro del
hospedero. En el proceso de colonizacién intestinal, S. enterica se expone al pH
acido del estbmago, a la actividad detergente de las sales biliares, a la disminucién
del suministro de oxigeno, a la presencia de multiples metabolitos producidos por la
microbiota intestinal y, finalmente, a péptidos antimicrobianos catidénicos presentes
en la superficie de las células epiteliales (Alvarez-Ordofiez et al., 2011). Se han
descrito cuatro reguladores principales que controlan las respuestas de estrés en S.
enterica, los cuales son RpoS, PhoPQ, Fur y OmpR/EnvZ (Rychlik y Barrow, 2006).
En particular, RpoS es una de las subunidades sigma que se une a la ARN
polimerasa para controlar la respuesta adaptativa frente al estrés ambiental y
ademas, contribuye a la formacioén de biofilm en S. Typhimurium (Lago et al., 2017).
Una vez que S. enterica ingresa al hospedero, detecta un aumento en la
temperatura seguido de un cambio drastico en el pH. En el estbmago, el pH

14



desciende repentinamente a valores que pueden aproximarse de 1 a 2. Por lo tanto,
al pasar a través del estbmago, es probable que S. enterica inicie la transcripcion
de genes regulados por RpoS. Dentro del intestino delgado y grueso, el pH se
encuentra entre 6y 7, ahi el patdgeno se enfrenta a los subproductos de la actividad
metabdlica de los microorganismos que forman parte de la microbiota residente,
ademas de las sales biliares producidas por el higado (Rychlik y Barrow, 2006). Sin
embargo, algunos serotipos de S. enterica expresan genes como phoP, tolR y wec,
los cuales contribuyen a la resistencia biliar (Alvarez-Ordofiez et al., 2011). A
medida que la bacteria pasa a través del intestino, la disponibilidad de oxigeno
disminuye y en el intestino grueso el ambiente es esencialmente anaerdbico. Por lo
tanto, los serotipos mas resistentes expresan genes de proteinas como Fnry ArcAB,
que favorecen la adaptacion a condiciones de anaerobiosis (Evans et al., 2011).
Después del paso de S. enterica a través del ambiente &cido del estobmago vy al
ambiente del intestino, los microorganismos finalmente se acercan a las células
epiteliales que pueden estar protegidas por agentes antimicrobianos que incluyen
péptidos antimicrobianos catiénicos. Sin embargo, S. enterica puede responder
mediante la transcripcion el gen phoPQ, responsable de la resistencia a estos
agentes (Rychlik y Barrow, 2006).

2.6.3. Respuesta al estrés acido

La acidez del estbmago es una de las primeras lineas de defensa del hospedero
contra patdgenos transmitidos por alimentos y la resistencia al estrés acido de estas
bacterias puede contribuir a su virulencia (Berk et al., 2005). S. Typhimurium emplea
varias estrategias para evitar o reparar los dafios asociados con el estrés acido. Se
han identificado dos sistemas principales inducibles de bajo pH, conocidos como
respuesta de tolerancia al acido y son clasificados en funcién de la fase de
crecimiento en la que cada uno es inducido (Bang et al., 2000). El sistema puede
ser inducido bajo una condicion acida leve (pH 4.4), llamada “adaptacién”, que
brinda proteccion para crecer mas a un pH mas bajo, llamado “desafio”, el cual
puede ser letal para células no adaptadas. Por lo cual, este sistema aumenta la
supervivencia del patdgeno en alimentos acidos, en el estbmago y en la vacuola

gue contiene a S. enterica (Ryan et al., 2017).
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2.6.4. Respuesta al estrés oxidante

A su paso por el intestino, S. enterica genera una respuesta inflamatoria aguda que
recluta en el area afectada neutréfilos y macrofagos, los cuales producen especies
reactivas de oxigeno, como el H202, para matar al patégeno (Burton et al., 2014).
Sin embargo, el patégeno resiste el dafio causado por dicha molécula y toma
ventaja de esta situacion, ocasionando que bacterias de la microbiota se vean
afectadas por el peréxido producido por los neutrofilos, provocando que gran parte
de ellas mueran (Diaz-Ochoa et al., 2016). De esta forma S. enterica no tiene la
misma competencia por nutrientes antes del estallido oxidanre de los neutrofilos,
que es la forma en la que suele llamarse a la alta produccidén de especies reactivas
de oxigeno (Benna et al., 2016; Westerman et al., 2018). En respuesta a las
especies reactivas de oxigeno S. enterica produce enzimas para la degradacién del
peréxido de hidrogeno hasta oxigeno y agua. Tres de estas enzimas son catalasas
(KatE, KatG y KatN) y dos de ellas alquil hidroperéxido reductasas (AhpC y TsaA)
(Hébrard et al., 2009).

S. Typhimurium o Sal.fnnella periplasma
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Figura 5. Estrategias para resistir el H202 de Salmonella enterica (Imagen modificada de Diaz-
Ochoa et al., 2016)
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2.6.5 Respuesta a estrés biliar

La bilis es un fluido intestinal compuesto por sales biliares que se produce a partir
del colesterol, proteinas y electrolitos. Este fluido es producido por el higado y
almacenado en vesicula biliar (Herndndez et al., 2012). Especificamente, las sales
biliares son compuestos antibacterianos que alteran la membrana de las bacterias,
desnaturalizan las proteinas, causan dafio oxidante en el ADN y participan en la
homeostasis intestinal al controlar el tamafio y la composicion de la microbiota
intestinal. La resistencia a las sales biliares de algunos enteropatégenos, como S.
enterica puede favorecer la colonizacion del tracto hepatobiliar ocasionando
infecciones cronicas (Urdaneta y Casadesus, 2017). En la luz del intestino de los
mamiferos las concentraciones de sales biliares oscilan entre 0.2% a 2% (Prieto et
al., 2006), mientras que en la vesicula biliar las concentraciones pueden ser mucho
mas altas en valores aproximados de 8%. Estos valores no son absolutos,
considerando las variaciones de persona a persona, la ingesta dietética diaria, asi
como el estado nutricional de cada individuo (Gunn, 2000). Sin embargo, otros
autores han referido que la concentracién en la vesicula e intestino delgado es de
16 mg/mL (Tsai et al., 2019). Ante estos compuestos antibacterianos S. enterica
cuenta con varias estrategias para resistir o evitar los dafios ocasionados por las
sales biliares. Por ejemplo, Salmonella Typhimurium, codifica en su genoma
bombas de eflujo como: acrEF, mdtABC, mdsCBA, emrAB, mdtABC, mdtK y macAB
(Hernandez et al., 2015), y ademas de estas estrategias tiene la capacidad para
formar biofilm en presencia de bilis (Tsai et al., 2019). Se ha reportado que la bilis
puede ser detectada por el sistema de dos componentes PhoP-PhoQ; tras la
deteccién de la sefial, PhoQ inicia una cascada de fosforilacion para activar PhoP,
un regulador transcripcional. La transduccion de sefales a través de nucle6tidos
ciclicos es un mecanismo ampliamente utilizado por las células, en ese sentido se
ha descrito que el monofosfato dimérico ciclico de la guanosina (c-di-GMP) es un
regulador central en S. enterica para la formacion de biofilm. En S. enterica la
celulosa es uno de los principales componentes de la matriz en el biofilm, y su

produccion esta regulada por CsgD y la diguanilato ciclasa AdrA. Ademas, AdrA es
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una diguanilato ciclasa responsable de la sintesis del c-di-GMP, una molécula

efectora que se une y activa la sintesis de celulosa (Tsai et al., 2019).

2.7 Internalizacion in vitro de S. enterica en distintas lineas celulares.

Los modelos de cultivos celulares in vitro han sido de gran utilidad para comprender
la interaccion entre S. enterica y las células eucariotas. Existe registro del uso de
distintas lineas celulares que permiten comprender dicha interaccion. Por ejemplo,
en un trabajo realizado con lineas celulares de fibroblasto de ratas y humanos (NRK-
49F y BJ-5ta) se demostrd que posterior a la infeccion, las bacterias intracelulares
estan rodeadas por una membrana que contiene glicoproteinas de membrana
lisosomal (Lopez-Montero et al., 2016). Misselwitz et al. (2011) observaron la unién
de las bacterias a células HeLa mediante la adhesion mediada por fimbrias.

En un estudio reciente realizado con aislados de S. enterica serotipo
Typhimurium genotipos ST19 y ST213 obtenidos del estado de Michoacén, se
evaluo la virulencia postestrés en condiciones asociadas a la conservacion de
alimentos. En dicho trabajo, después de mantener a las cepas durante ochos dias
en estas condiciones se midi6 su capacidad para internalizar células de
adenocarcinoma colorrectal (Caco-2) al ser incubadas con éstas durante 2 h. Se
encontré gue todas las condiciones disminuyen la capacidad de internalizacion en
las células Caco-2 y, de manera comparativa, el genotipo ST213 tiene una mayor
capacidad de internalizacion que el ST19 en condiciones sin estrés. Sin embargo,
no estimula la muerte celular, lo cual sugiere que puede sobrevivir intracelularmente.
En este mismo estudio se evalué el dafio celular a células Caco-2, y se encontro
gue aun siendo genotipos que presentan una diferencia significativa en los valores
de internalizacién de las células, mostraron valores de dafio celular similar. Mientras
que en la secrecién de citocinas proinflamatorias la ST213 estimuld mayor
produccion de IL-6 e IL-8 en comparacion con la ST19 (Gémez-Baltazar et al.,
2019).

2.8 Formacion de células filamentosas
La filamentacion bacteriana es una estrategia de sobrevivencia a condiciones de

estrés y de fagocitosis. Su formacién puede ocurrir debido a la inhibicién de las
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proteinas de la division celular como resultado del estrés osmotico (Stackhouse et
al., 2012). Sin embargo, se ha planteado la hipotesis de que S. enterica puede
producir inhibidores de la divisién celular en respuesta al estrés osmatico, con el fin
de obtener una ventaja de supervivencia (Finn et al., 2013). Diferentes serotipos de
S. enterica forman filamentos durante el crecimiento en condiciones hiperosméticas,
asi como en ambientes acidos durante la refrigeracion de los alimentos o0 a
temperatura ambiente (Mattick et al., 2000; Humphrey et al., 2011). Cabe sefialar
que la filamentacion no es una estrategia exclusiva de S. enterica, también se ha
observado en otros patdgenos como Escherichia coli en presencia de
concentraciones subletales de antibioticos (Bos et al., 2015). E. coli y algunos
serotipos de S. enterica comparten el gen sulA, el cual desempefia un papel central
en la formacion de filamentos al inhibir la proteina de divisidn celular FtsZ
(Humphrey et al., 2011; Cordell et al., 2003). Sin embargo, la formacién de células
filamentosas es una respuesta al estrés reversible, ya que una vez que el agente
estresante se elimina, los filamentos se dividen rpidamente en varias células
individuales (Jones et al., 2013; Kumar et al., 2018).

2.9 Formacién de biofilm
El biofilm es un consorcio de microorganismos de una 0 varias especies, que se
encuentra embebido dentro de una matriz polimérica (Steenackers et al., 2011). La
formacion de biofilm es una estrategia adaptativa de las bacterias, ya que el
crecimiento dentro de esta estructura ofrece estabilidad, desempefia funciones
cataliticas, aumenta las posibilidades de transferencia de material genético y la
resistencia a los antibioticos, participa en los procesos de comunicacion celular y
ofrece proteccion para sobrevivir a las condiciones adversas y variables del medio
ambiente (Gonzalez et al., 2018), todos ellos aspectos que contribuyen a una
colonizacion exitosa del hospedero. Como consecuencia, los métodos habituales
de desinfeccion o el uso de antibidticos se muestran a menudo ineficaces contra las
bacterias del biofilm (Costerton et al., 1999; Donlan, 2002).

La formacién de biofilm de patdégenos transmitidos por los alimentos, como
S. enterica, ha atraido mucha atencién en el campo de la medicina y la industria

alimentaria debido a sus riesgos potenciales, incluida la resistencia a los
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antimicrobianos y la produccion de factores de virulencia (Giaouris et al., 2015; Dong
et al., 2011). El biofilm es una estrategia de resistencia al estrés, que puede
favorecer el remplazo de genotipos, evidencia en favor de dicho fendmeno de
remplazo fue documentada por nuestro grupo de trabajo, cuando se evalud la
capacidad para formar biofilm en distintas condiciones de preservacion de alimentos
a temperatura ambiente y en refrigeracion (4°C) en acidez y agua reducida, asi
como en combinacién de ambas. Se observd que la cepa genotipo ST213 formo
biofilm bajo todas las condiciones de estrés probadas, ademas este fue mayor a
4°C en comparacion con las demas cepas. Sin embargo, en condiciones de agua
reducida y acidez a temperatura ambiente y en refrigeracién, su habilidad para
formar biofilm fue significativamente disminuida; mientras que la cepa genotipo
ST19 no formo biofilm bajo ninguna de las condiciones ensayadas. Ademas, la cepa
de referencia ATCC 14028 (ST19) formd biofilm sélo a temperatura ambiente en
acidez. También se evalué la viabilidad del biofilm bajo las mismas condiciones
ensayadas, aunque a 4°C la actividad metabdlica fue mas baja en comparacioén con
la condicién de temperatura ambiente y la cepa de referencia fue metabdlicamente
activa solo en acidez a temperatura ambiente (Gémez-Baltazar et al., 2019). Este
estudio es una evidencia de que ST213 es mas exitosa para sobrevivir al estrés en
condiciones asociadas a la preservacion de alimentos al tener una capacidad mayor

para formar biofilm y ademas mantener la viabilidad durante ocho dias.

2.10 Gendmica poblacional de Salmonella Typhimurium

En los ultimos afos, ha sido de interés la secuenciacién de genomas de cepas
clinicas y ambientales de S. enterica, ademas del estudio genémico realizado ya
tradicionalmente en las cepas de referencia, particularmente de serotipos y
genotipos de relevancia en salud publica. Asi, se ha obtenido el genoma de una
cepa del serotipo Typhimurium genotipo ST213 aislada de una muestra clinica en
México, la cual presenta un tamafio de genoma de 5,088,186 pb y un contenido de
G+C de 52.13%. Ademas, se encontr6 la presencia de tres plasmidos: el pIncA/C
(161.5 kb) de resistencia a mdultiples farmacos que contiene los genes

floR, tetA, tetR, strB, strA y sul2; el plasmido pincF que alberga el gen blacwy-2 de

20



resistencia a las cefalosporinas de espectro extendido (112.6 kb) y un pequefio
plasmido criptico de 4.5 kb (Silva et al., 2015).

También se ha obtenido el genoma de una cepa serotipo Typhimurium
genotipo ST19 aislada de heces diarreicas de un nifio de tres meses y se determiné
que el tamafio del genoma de esta cepa encontrada en el estado de Yucatan en
nuestro pais fue de 5,027,649 pb, con un contenido de G+C del 52%,
comprendiendo un cromosoma de 4.9 Mb y un plasmido de virulencia (pSTV) de 94
kb. Cabe sefalar que el genotipo ST213 carece del plasmido de virulencia (pSTV);
sin embargo, ha sido exitoso para colonizar y propagarse. Aunque contiene el
plasmido IncA/C, que le confiere resistencia a ceftriaxona, un antibiético de cuarta

generacion, codificado por el gen cmy-2 (Wiesner et al., 2009).
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3. JUSTIFICACION

Salmonella enterica es uno de los patdgenos mas comunmente asociados a
alimentos, generando 93.8 millones de casos de gastroenteritis cada afio y 155,000
muertes a nivel mundial. Esto tiene un impacto importante en el sector salud y un
costo econdmico significativo derivado de la atencion a pacientes. Aunque la
salmonelosis se considera una enfermedad emergente a nivel global, generalmente
su impacto en salud publica es mas relevante en paises en vias de desarrollo. En
México no se cuenta con estadisticas confiables sobre la morbi-mortalidad
ocasionada por S. enterica, en parte debido a la falta de analisis microbioldgico en
la mayoria de casos de diarrea. Los estudios sobre dicho patdgeno se han enfocado
principalmente en identificar a los serotipos en muestras obtenidas de alimentos y
en casos especificos de brotes.

Uno de los serotipos mas frecuentes de S. enterica en México y Michoacan
es Typhimurium, que ademas tiene gran virulencia. En México, el genotipo ST213
ha desplazado al genotipo ancestral ST19, de mayor distribucién global, como el
mas prevalente contaminando alimentos y en muestras clinicas. Evidencia reciente
sugiere el genotipo ST213 es mas resistente al estrés ambiental y presenta mayor
diversidad de estrategias para resistir condiciones asociadas a la preservacion de
alimentos que el ST213. Sin embargo, se desconoce si dicha diferencia entre
genotipos también se presenta en condiciones de estrés asociadas al tracto
digestivo del hospedero. Mayor resistencia al estrés del genotipo ST213, también
podria implicar una mayor virulencia respecto al genotipo ST19, debido a la co-
regulacion transcripcional entre genes de respuesta a estrés y genes de virulencia.

Analizar las posibles diferencias genéticas, bioquimicas y fisiologicas de
resistencia al estrés y virulencia entre los genotipos ST19 y ST213 es de relevancia
epidemiologica y de salud publica a nivel global. Esto contribuiria a establecer
estrategias de prevencion y control de infecciones asociadas a la ingestion de
alimentos contaminados con S. enterica. Ademas, dicho analisis permitiria un mejor
conocimiento de los procesos micro-evolutivos de S. enterica, que dan origen a

variantes con mayor virulencia.
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4. HIPOTESIS
El genotipo ST213 de Salmonella enterica serotipo Typhimurium es mas resistente
a las condiciones de estrés dentro del hospedero que el genotipo ST19, y dicha

resistencia esta asociada a una mayor virulencia.
5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estudiar la respuesta a las condiciones de estrés dentro del hospedero y la

virulencia de los genotipos ST213 y ST19 de Salmonella enterica serotipo

Typhimurium.

5.2 Objetivos especificos

e Analizar la resistencia a las condiciones de estrés asociadas al tracto digestivo
del hospedero de cepas de los genotipos ST213 y ST19 de Salmonella enterica
serotipo Typhimurium.

e Evaluar la modificacion de la virulencia in vitro después de experimentar
condiciones de estrés asociadas al tracto digestivo del hospedero de cepas de

S. Typhimurium de los genotipos de intereés.

« |dentificar diferencias en regiones genéticas asociadas a la resistencia a estrésy

la virulencia en cepas de S. Typhimurium de los genotipos de interés.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Material bioldgico

Se estudiaron cepas de Salmonella enterica serotipo Typhimurium aisladas de
alimentos en Michoacan, proporcionadas por el Laboratorio Estatal de Salud
Publica. Se empleod la cepa de S. enterica serotipo Typhimurium ATCC14028 como
referencia con fines comparativos. La informacién de las cepas se muestra en la
Tabla 1. La Secuencia Tipo asignada (ST) fueron determinadas empleando la

tipificacion de S. enterica por Multilocus Sequence Typing (MLST).

Tabla 1. Descripcion de las cepas de estudio.

Cepa Especie Serotipo Secuencia Fuente de Municipio de
Tipo aislamiento aislamiento
ATCC14028 S. enterica Typhimurium ST19 Cepade e
referencia
SAL004 S. enterica Typhimurium ST19 Queso Ciudad Hidalgo,
Michoacan
SAL115 S. enterica Typhimurium ST213 Queso Tanhuato, Michoacén

7.2 Medios de cultivo

El stock de cepas utilizadas se mantuvo en resguardo en agar francés a temperatura
ambiente previo a los ensayos realizados; posteriormente, las cepas fueron
recuperadas en caldo Luria Bertani (LB) incubandolas a 37°C durante 18 h a 130
rom de agitacién orbital, resembrandolas mediante estriado por cuadrantes en

placas de agar LB.

7.3 Ensayos de estrés acido

7.3.1 Respuesta al estrés acido en una escalade pHde 1 a 3

Una colonia de cada cepa se resuspendio en 15 mL de caldo LB, posteriormente se
incubo durante 18 h a 37°C con agitacion orbital a 200 rpm. Los cultivos obtenidos

se ajustaron a una D.O. de 0.5 en el mismo volumen inicial y se desafiaron durante
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60 minutos en caldo LB, ajustado previamente a un pH de 1.0, 1.5, 2.0, 2.5y 3.0. Al
término del estrés se sembrd por extension en superficie en placas de agar LB una
alicuota de 100 uL para observar de manera cualitativa el desarrollo o no desarrollo

de UFC después de incubar a 37°C, 24 h las placas de agar LB.

7.3.2 Respuesta al estrés acido a un pH de 1.5

Una colonia proveniente de medio LB sélido de cada cepa se resuspendié en 15 mL
de caldo LB, incubandose posteriormente a 37°C durante 18 h con agitacion orbital
a 200 rpm. Al término de la incubacioén los cultivos se ajustaron a una D.O. de 0.5y
se us6é 1 mL de la suspension resultante para obtener las diluciones seriales
necesarias para realizar el conteo de UFC/mL previo al estrés. Los 14 mL restantes
se centrifugaron durante 4 minutos a 3,600 x g, el sobrenadante se desechd y la
pastilla resultante se re-suspendié en 14 mL de LB previamente ajustado a un pH
de 1.5 para llevar a cabo el desafio &cido. Durante el desafio, los cultivos asi
preparados se incubaron a 37°C en reposo y se tomaron alicuotas a los 20, 40 y 60
minutos para realizar el conteo de UFC/mL, determinando asi el niumero de células

gue lograron sobrevivir al estrés.

7.3.3 Respuesta de tolerancia al acido

Cultivos en medio LB a 37°C en fase estacionaria se centrifugaron 4 min a 3,600 x
g, el sobrenadante se descarto y la patilla se re-suspendié en 15 mL de caldo LB a
pH de 5.0, incubandose durante 18 h a 200 rpm. Al término de la incubacion, se
ajusto la D.O. a 0.5, y se tom6 1 mL para realizar las diluciones seriales necesarias
para realizar el conteo de UFC/mL previo al desafio. Los 14 mL restantes se
centrifugaron de la manera previamente descrita, se descartd el sobrenadante y la
pastilla se re-suspendi6 en 14 mL de caldo LB a pH de 1.5, incubandose
estaticamente durante 1 h. Se tomaron alicuotas a los 20, 40 y 60 minutos y se
sembraron por extension en superficie en placas de agar LB, se incub6 a 37°C, 24

h y posteriormente se realizé el conteo de UFC/mL.

7.3.4 Formacion de células filamentosas
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Las cepas se sometieron a estrés como se describié anteriormente. Las células se
tineron por Gram y se visualizaron usando un microscopio Leica® equipado con una
camara digital Leica ICC50 HD. Las imégenes se capturaron y procesaron utilizando
el software Leica Application Suite 3.00. El tamafio de las células alargadas se
visualiz6 con un aumento 100 X. Las células mas largas que tres longitudes de
células normales (0.7 a 1.5 um de largo) se consideraron filamentos. Se calcul6 el
porcentaje de células filamentosas realizando el conteo de bacterias en cinco

campos independientes cada uno con aproximado de 200 células.

7.3.5 Ensayo de recuperacion post-estrés acido

Después del periodo de estrés, los cultivos de S. enterica se centrifugaron a 1,360
X g, posteriormente se decantd el sobrenadante y la pastilla de bacterias fue
resuspendida en 10 mL de caldo LB, incubandose a 37°C y 180 rpm. La
recuperacion de las cepas de estudio se monitore6 durante un lapso de 6 h tomando
una alicuota de 100 pl cada 2 h para realizar las diluciones seriales necesarias que

permitieran el conteo de UFC/ml en placas.

7.4 Ensayos de estrés oxidante

7.4.1 Sensibilidad al peréxido de hidrégeno (H202) a una concentracion de 1mM
Se sigui6 el protocolo de pasos de Hebrard et al. (2009) con algunas modificaciones.
Brevemente, cultivos de 18 h de incubacién se diluyeron en caldo LB a una D.O. de
0.05, después se incubaron a 37°C a 200 rpm hasta alcanzar una D.O. de 0.3 en
un volumen final de 5 mL. Posteriormente se expusieron a una concentracion de 1
mM de H202 durante 6 h; se realiz6 el conteo en placa de UFC antes y después de
agregar el agente oxidante, tomando alicuotas de 100 ul cada 2 h. Se eligi6 la
concentracion descrita porque se ha reportado concentraciones de 0.25 a 1.0 mM

son citotoxicas en macrofagos (Tang et al., 2007).
7.4.2 Sensibilidad al peroxido de hidrogeno (H202) a una concentracion de 3 a 30mM

Cultivos de 18 h de incubacion se diluyeron en caldo LB a una D.O. de 0.05,

incubandose a 37°C a 200 rpm hasta alcanzar una D.O. de 0.3 en un volumen final
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de 5 mL de LB, posteriormente fueron tratados a distintas concentraciones de H202

de 3 a 30 mM, realizando lecturas de D.O. cada 2 h durante 6 h de exposicion.

7.5 Ensayos de estrés biliar

7.5.1 Determinacion de concentracion minima inhibitoria de desoxicolato de sodio
(DOC)

Se siguio el protocolo de Urdaneta et al. (2018) con algunas modificaciones. Cultivos
exponenciales se ajustaron a una D.O. de 0.3 y posteriormente se agregd una
alicuota de 15 pyL a una placa multipozos previamente preparada con
concentraciones de 0 al 14% de desoxicolato de sodio. La placa asi inoculada se
incubo durante 12 h y finalmente se leyd con un lector de placa la densidad optica
de cada pocillo a una longitud de onda de 595 nm. Este ensayo se realiz6 por

triplicado en tres experimentos independientes.

7.5.2 Muerte celular ocasionada por desoxicolato de sodio (DOC)

Cultivos en 5 mL de caldo LB, incubados durante 18 h a 37°C en condiciones
reducidas de oxigeno (tapon cerrado) se centrifugaron a 100xg durante 4 min;
posteriormente la pastilla de bacterias fue resuspendida en 5 mL de LB a una
concentracion de 6% de DOC y se llevé a incubacion sin agitacion a 37°C durante
30 min. Esta concentracion se eligié considerando la MIC determinada en la cepa
de referencia; ademas de que esta concentracion se encuentra dentro del rango de
concentraciones que puede haber en vesicula biliar. Al término del estrés, se
realizaron tres lavados con PBS, dejando en el dltimo lavado un volumen de 500 uL
de PBS para resuspender la pastilla y agregar 15 pyL de yoduro de propidio (50
pMg/mL) para tefir las células durante 30 min a temperatura ambiente y con
proteccion a la luz. El porcentaje de bacterias dafiadas se leyo usando un citdmetro
MoFlo Astrios EQ (Beckman Coulter, Brea, CA).

7.5.3 Formacién de biofilm
La formacion de biofilm se cuantificé usando el ensayo colorimétrico de tincion con
cristal violeta (Burton et al., 2007) con algunas modificaciones. Las bacterias se

incubaron en placas de 96 pozos en concentraciones de 0% a 14% de DOC y se
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incubaron durante 48 h a 37°C. El caldo se retir6 y cada pozo de la placa se lavo
tres veces con 200 ul de PBS, dejando secar durante 15 min a temperatura
ambiente (TA). A cada pozo se agregaron 200 uL de cristal violeta al 0.4% y se
incubaron durante 15 min a TA. El cristal violeta no adherido a cada pozo se retird
y se lavo tres veces con 200 ul de PBS. La placa se dejo secar durante 15 miny se
agregaron 200 pL de acido acético al 33% para solubilizar el cristal violeta adherido

a cada pozo. La placa se leyé a 595 nm mediante un lector de placa.

7.6 Ensayos de invasién in vitro

7.6.1 Ensayos de invasion sin estrés

Los ensayos de invasion se realizaron usando la linea celular HeLa (ECAC No.
93021013). Como control negativo de invasion se empledé a la cepa mutante
ATCC14028 ASPI-1, carente de la isla de patogenicidad tipo 1 (SPI-1). Las células
epiteliales se sembraron en placas de 24 pozos (Costar, Corning) a una
concentracion de 2 x 10° células por pozo; posteriormente fueron incubadas durante
24 h a 37°C con 5% de CO2en medio DMEM con antibidtico. Previamente al ensayo
de invasioén, se realizaron dos lavados con 500 uL de PBS en cada pocillo. Las
bacterias se cultivaron en medio LB durante toda la noche, en condiciones
invasivas: sin agitacion y en tubo cerrado; después se agregaron a una multiplicidad
de infecciéon (MDI) de 75:1 por pozo. La infeccion se llevé a cabo durante 30 min a
37°C con 5% de CO.. Al término de la infeccion se realizaron dos lavados con 500
pL de PBS, se agregaron 500 uL de medio DMEM con 100 ug/mL de gentamicina
para eliminar aquellas bacterias que no lograron internalizar. La placa asi preparada
se incubd durante 90 min a 37°C con 5% de CO:2 y se realizaron dos lavados con
500 uyL de PBS. Finalmente, para realizar el conteo de bacterias viables
internalizadas, se lisaron las células agregando 100 pL de Triton X-100 al 1% en
PBS e incubando 10 min a 37°C en una atmosfera de CO2zal 5%. Transcurrido este
tiempo, se afadieron 150 uL de PBS y se resuspendio vigorosamente el volumen
total de cada pozo. Por ultimo, se realizaron las diluciones pertinentes para realizar
el conteo de UFC postinfeccién. La tasa de invasion se calcul6 aplicando la siguiente

formula;
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UFC 2h

——— x 100
UFC in6culo

Tasa de invasion (%) =

7.6.2 Ensayos de invasion post-estrés

Cultivos en 5 mL de caldo LB, incubados durante 18 h a 37°C en condiciones
reducidas de oxigeno (tapon cerrado) se centrifugaron a 1000xg durante 4 min;
posteriormente la pastilla de bacterias fue resuspendida en 5 mL de LB a una
concentracion de 6% de DOC y se llevé a incubacién sin agitacion a 37°C durante
30 min. Al término del estrés, se realizaron tres lavados con PBS y se
resuspendieron nuevamente en 5 mL de LB; después se agregaron a una
multiplicidad de infeccién (MDI) de 75:1 por pocillo. La infeccion se llevo a cabo
durante 30 min a 37°C con 5% de CO.. Al término de la infeccion se realizaron dos
lavados con 500 uL de PBS, se agregaron 500 uL de medio DMEM con 100 pg/mL
de gentamicina para eliminar aquellas bacterias que no lograron internalizar las
células hospedadoras. La placa asi preparada se incub6 durante 90 min a 37°C con
5% de CO:2 y se realizaron dos lavados con 500 yL de PBS. Finalmente, para
realizar el conteo de bacterias viables internalizadas, se lisaron las células
agregando 100 pL de Tritdon X-100 al 1% en PBS e incubando 10 min a 37°C en una
atmésfera de CO2z al 5%. Transcurrido este tiempo, se afadieron 150 yL de PBS y
se resuspendid vigorosamente el volumen total de cada pozo. Por ultimo, se
realizaron las diluciones pertinentes para realizar el conteo de UFC viables
postinfeccién. La tasa de invasion se calculdé de igual manera que en el ensayo
anterior con la siguiente férmula:

UFC 2h

——— %100
UFC indculo

Tasa de invasion (%) =

7.8 Amplificacion por PCR de los genes de virulencia y resistencia a estrés
7.8.1 Extraccion de ADN de los aislados bacterianos

La extraccibn de ADN se realizO mediante el protocolo de fenol-cloroformo
(Sambrook y Rusell, 2001) el cual se describe a continuacién. Las colonias
bacterianas se crecieron en LB solido y se cultivaron con ayuda de una espatula

previamente esterilizada, se colocan en 400 uL de regulador de lisis (Tris-HCI 100
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mM pH 8.0, SDS 2 %, NaCl 100 mM, EDTA 50 mM) en un tubo de microcentrifuga
de 1.5 mL, agitando vigorosamente durante 10 min. A continuacion, se agregaron
400 uL de fenol-cloroformo (1:1 v/v) y se agitd en el vértex durante 5 min. Se
centrifug6 a 1 500xg por 10 min y se transfierio el sobrenadante (fase acuosa) a otro
tubo limpio. EI ADN se precipité con 1 volumen de isopropanol frio incubando 10
min a -20 °C y centrifugando a 1500xg por 10 min. El sobrenadante se desechd y la
pastilla se lavo con 250 uL de etanol al 70 % y se dejo secar a temperatura ambiente
para finalmente resuspender en un volumen minimo de agua, aproximadamente 20
pL. La integridad del ADN obtenido se visualiz6é desarrollando una electroforesis en

un gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio (Sambrook y Rusell, 2001).

7.8.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para los genes de interés
Los genes spVvA, rcK y pefC de las cepas genotipo ST19 (ATCC14028 y SAL004) y
ST213 (SAL115) se amplificaron mediante PCR. La reaccién se llevo a cabo a un
volumen final de 20 uL, usando 4 uL de buffer, 0.8 pyL de oligos directo e inverso a
una concentracion de 0.10uM, 0.25 yL de enzima MyTaq™ Red DNA Polymerase
(Bioline) a 0.5 U/uL, 9.15 uL de agua y 5 uL de ADN templado de cada cepa a una
concentracion de 30ng. Las secuencias de los oligos fueron disefiadas y
proporcionadas gentilmente por el Laboratorio de Genética de la Facultad de
Biologia de la Universidad de Sevilla. Las oligos utilizados fueron los siguientes:
pefC F(5’ GTATATTCATCCCGCCATCC 3, pefC R(%
AGATAAAACGCGTGCCGTTC 3’), rcK F(5 TCTGTTTTACCGCTTCACCC 3), rcK
R(5° TGTACCACACCACAAACCAG 3’), spvA F(5° GCGCAGCGAATGAATTCCTG
3"), spvA R(5’ TGGTCTGCTGCTCACTACTC 3).

También se amplific6 mediante PCR del gen rpoS de las cepas genotipo
ST19 (ATCC14028 y SAL004) y ST213 (SAL115). La reaccion se llevé a cabo a un
volumen final de 100 uL utilizando los oligos F(5° ATCGCTACTATGGGTAGCAC 3
)Y R(5 CCACAAGCGTTTCGCATGAC 3’) en un volumen de 5 yL cada uno a una
concentracion de 10uM, 1.0 yL de enzima Taqg Q5 High Fidelity (QIAGEN, USA) a
0.5 U/uL, 20 pL de buffer, 2.0 pyL de desoxinucledtidos trifosfato a una
concentracion de 10mM, 10 pL de potenciador Q5 Hight GC Enhancer, 53 uL de

agua y 4 uL de ADN templado de cada cepa a una concentracion de 30 ng.
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El programa de amplificacion fue el mismo para todos los juegos de oligos.
Se inici6 con un ciclo a una temperatura inicial de desnaturalizacién a 98°C, 30
segundos, seguido de una temperatura de desnaturalizacion de 98°C durante 10
segundos y 35 ciclos iniciando a 95° C durante 15 seg, 54°C durante 15 s de
alineamiento y 72°C por 2 min para la extension. Todos los productos de
amplificacion se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%
tefiidos con bromuro de etidio y las im&genes fueron capturadas en un

fotodocumentador.

7.8.3 Purificacion y secuenciacion del gen rpos

La purificacion del gen se llevo a cabo mediante el kit Wizard® SV minicolumns
siguiendo el protocolo del fabricante. Una vez extraido y purificado el gen rpos se
envié al Laboratorio portugués STAB VIDA para su posterior secuenciacion.

7.9 Analisis estadistico
El analisis estadistico fue distinto en los ensayos realizados, se consider¢ el tipo de
prueba estadistica con base a la comparacion requerida en los resultados
obtenidos. Los resultados obtenidos en los ensayos de estrés acido no tuvieron una
distribucién normal, por tal motivo las pruebas estadisticas que se utilizaron fueron
no paramétricas. Para comparar los resultados de una misma cepa en dos
condiciones distintas de estrés se usO la prueba de T-student,para comprar la
diferencia de una misma cepa a distintas concentraciones de peréxido de hidrégeno
o0 DOC se uso la prueba de ANOVA post-hoc Dunnett y para comparar resultados
entre cepas distintas en una misma condicién se usé una ANOVA post hoc Tukey .
La totalidad de los ensayos se llevd a cabo en al menos tres ensayos
independientes por triplicado y se considerd una p<0.05 como diferencia estadistica
significativa en todas las pruebas estadisticas aplicadas. Los datos se muestran
como media + desviacion estandar (S.D.). Se utilizé el GraphPad Prism software

Version 6.01 para el analisis de los datos.
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Tabla 2. Pruebas estadisticas aplicadas en los distintos ensayos.

Ensayo Prueba estadistica
e Resistencia a estrés acido Kruskal-Walllis (p<0.05)
e Tolerancia al estrés acido Wilcoxon (p<0.05)
e Recuperacion post-estrés acido. ANOVA post hoc Tukey (p<0.05)

e Resistencia a peroxido de hidrégeno a
una concentracion de 1 mM.

e Resistencia a estrés oxidativo ANOVA post hoc Dunnett (p<0.05)
e Formacion de biofilm a distintas

concentraciones de DOC
e Determinacion de MIC de DOC

e Porcentaje de muerte celular T-student (p<0.05)
ocasionada DOC
e Ensayos de invasion

33



8. RESULTADOS

8.1 Resistencia a estrés acido

Las cepas de estudio se desafiaron durante 60 min en condiciones de estrés acido
apHde 1.0, 1.5, 2.0, 2.5y 3.0; siendo la condicion mas acida a la que sobrevivieron
a pH de 1.5. Esta condicién fue letal después de los 20 min de exposicion para la
cepa de referencia ATCC14028 (ST19) en cultivos en fase estacionaria temprana
sin adaptacion al &cido, previa al desafio. Sin embargo, las cepas ambientales ST19
(SAL004) y ST213 (SAL115) lograron sobrevivir al menos durante los primeros 60
min de estrés; aunque su poblacién se redujo en seis 6rdenes de magnitud (Figura
6).

Con base en la prueba estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis, se
determind que después 20 min de estrés no hubo una diferencia estadistica
significativa entre las cepas. Mientras que a los 40 (p= 0.0001) y 60 minutos (p=
0.002), si se presentd una diferencia significativa entre las cepas ST19 (SAL004) y
ST213 (SAL115) respecto a la cepa ATCC14028 (ST19), pero no entre ambas.

De manera interesante, también se observé que todas las cepas analizadas
presentaron una respuesta de tolerancia al acido en fase estacionaria, después de
haber sido adaptadas con caldo LB ajustado previamente a un pH de 5.0; lo cual les
permiti6 aumentar su supervivencia en comparacion con aquellas que no fueron
previamente adaptadas (Figura 6). De acuerdo con la prueba de Wilcoxon,
comparando cada cepa respecto si misma en distinta condicion (pre-adaptadas vs
no adaptadas), se determin6é que a los 20 min de estrés no hubo una diferencia
significativa en ninguna de las cepas de estudio. Sin embargo, a los 40 y 60 min
todas las cepas presentaron una diferencia significativa, la cepa de referencia
ATCC14028 presentd una p=0.007; mientras que ambas cepas ambiemtales (ST19
y ST213) presentaron una p=0.01, lo cual indica que todas las cepas se adaptaron

al acido aumentando posteriormente su superviviencia a un pH menor.
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Figura 6. Respuesta al estrés acido de las cepas de Salmonella enterica de estudio. Lineas
punteadas, cepas no adaptadas; lineas continuas; cepas adaptada. Los datos se representan como
la media + D.E. Letras distintas representan diferencia estadistica significativa. Prueba Kruskal-
Wallis. (p<0.05) (n=5).

8.1.1 Formacion de células filamentosas
Se analiz6 la formacién de células filamentosas de cada una de las cepas sometidas

a estrés antes y después del desafio, obteniéndose porcentajes de filamentacion
similares, alrededor del 0.5 a 4% (Figura 7). Aunque comparando los porcentajes
de filamentacién entre las cepas en ambas condiciones, se observé un mayor
porcentaje de filamentacion en la cepa ATCC14028 (ST19) (Figura 7a), seguida de
la cepa ST213 (SAL115) (Figura 7c¢) y en menor porcentaje la cepa ST19 (SAL004)
(Figura 7b). No se observé un aumento en la cantidad de filamentos post-estrés, ni

en la longitud de los mismos en todas las cepas analizadas.
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A) 3.8% B) 0.43% C) 1.0%

A) 4.0% B) 0.5% C) 1.1%

Figura 7. Morfologia y porcentajes de filamentacién de las cepas de estudio previo al desafio acido
(parte superior) y post-estrés (parte inferior). Micrografia 100X que muestra: a) Cepa ATCC14028
(ST19); b) ST19 (SAL004); c) ST213 (SAL115). Las flechas sefalan células filamentosas en cada
campo.

8.1.2 Recuperacion post-estrés acido

Se determiné que a las 2 y 4 h de recuperacién, no hubo una diferencia significativa
entre ninguna de las cepas ensayadas. Sin embargo, a las 6 h de recuperacién la
cepa ST213 (SAL115) mostré una diferencia significativa con respecto a la cepa
ST19 (SAL004) y a la cepa de referencia, presentando conteos de 2.1x10° UFC/mL,
los cuales fueron mayores en comparaciéon con 4.2x107 y 2.7x10” UFC/mL que

tuvieron la cepa de referencia y la cepa genotipo ST19, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Recuperacion post-estrés acido de las cepas de estudio. Los datos se representan como

la media £ D.E. Medias con diferentes letras son diferentes estadisticamente (p<0.05). ANOVA post
hoc Tukey.

8.2 Resistencia a estrés oxidativo

Se determind la capacidad de las cepas de estudio para resistir la exposicion a
distintas concentraciones de peréxido de hidrégeno (3 mM a 30 mM). Se observo
gue para la cepa ATCC14028, concentraciones =3 mM fueron inhibitorias (Figura
9A). En contraste, la cepa ST213 presentd inhibicion de crecimiento en
concentraciones 25 mM (Figura 9C); mientras que la cepa ST19 creci6 en
concentraciones de 0 mM a 25 mM (Figura 9B). Para determinar un crecimiento
positivo se considerd al control (0 mM) como referencia, realizando un analisis

estadistico mediante la prueba ANOVA post hoc Dunnett (p<0.05).
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Figura 9. Sensibilidad de las cepas de Salmonella enterica de estudio a distintas concentraciones
de H202. Paneles: A), ATCC14028 (ST19); B), ST19 (SAL004); C), ST213 (SAL115). Los datos se
representan como la media + D.E. Prueba ANOVA post hoc Dunnett (p<0.05).

8.2.1 Sensibilidad al peroxido de hidrogeno (H202) a una concentracion de
1ImM

Se evalué la sensibilidad de las cepas de interés a peroxido de hidrégeno a una
concentracion de 1 Mm durante 6 h de exposicién y se determin6 que no hubo una
diferencia significativa en el conteo de UFC entre las cepas a las 2 y 4 h de
exposicién. Unicamente a las 6 h se observé una diferencia estadistica significativa
en el nimero de UFC, siendo la cepa ST213 la que presenté mayor nimero, seguida
de la cepa ST19 y la cepa ATCC14028 ST19 (Figura 10). Considerando el nimero
de UFC en el tiempo 0 y comparando éste con el conteo de UFC alas2hy 4 h, no

hubo una diferencia estadistica significativa; sin embargo, después de 6 h si
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presentaron diferencias significativas, presentando todas las cepas conteos
mayores respecto el tiempo inicial. Es decir, a una concentracion de 1 mM el
peroxido de hidrogeno solo retrasa el crecimiento bacteriano en un lapsode 2 h a4
h, no asi a las 6 h de exposicion, en donde el conteo de UFC es mayor en todas las

cepas respecto el tiempo inicial (Figura 11).
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Figura 10. Sensibilidad de las cepas de estudio a peréxido de hidrégeno a una concentraciéon de 1
mM durante comparadas a distintos tiempos durante 6 h comparandolas a distintos tiempos. Los
datos se representan como la media + D.E. Medias con diferentes letras son diferentes
estadisticamente (p<0.05). ANOVA de dos vias post hoc Tukey.
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Figura 11. Sensibilidad de cada cepa de estudio a perdxido de hidrégeno una concentracion de 1
mM. Paneles: A), ATCC14028 (ST19); B), ST19; C), ST213. Los datos se representan como la
media + D.E. Medias con mas de un asterisco son estadisticamente diferentes (p<0.05). ANOVA
post hoc Tukey.

8.3 Resistencia a estrés con desoxicolato de sodio (DOC)

8.3.1 Concentracion minima inhibitoria de desoxicolato de sodio (DOC)

Se determiné que la concentracion minima inhibitoria de desoxicolato de sodio fue
de 7% y 10% para las dos cepas de genotipo ST19, ATCC14028 y SAL004
respectivamente; mientras que para la cepa SAL115 genotipo ST213 fue de 6%

(Figura 12).
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Figura 12. Concentracion minima inhibitoria de desoxicolato de sodio de las cepas de estudio de
Salmonella enterica. Los datos se representan como la media (£D.E.) de al menos tres ensayos
independientes. Letras distintas representan diferencia estadistica (p<0.05), ANOVA post-hoc

Dunnett.

8.3.2 Formacion de biofilm a distintas concentraciones de DOC

Se evalud la capacidad de las cepas de estudio para formar biofilm en distintas
concentraciones de DOC. Los resultados obtenidos muestran que la cepa de
referencia ATCC14028 (ST19) formé biofiim en el control sin DOC y en
concentraciones de 1%,12 y 13% (Figural3). La cepa ST19 (SAL004) sélo formé
biofilm a concentraciones de 1% y 13%, pero no en el control sin DOC (Figura 14).
La cepa de genotipo ST213 (SAL115) formé biofilm a una concentracién de 1% y
en el control sin DOC (Figura 15). Se determin6 que a una concentracion de 1%
s6lo hubo diferencia estadistica significativa entre la cepa de referencia
ATCC14028, respecto las cepas ST19 (SAL0O04) y ST213 (SAL115) pero no entre
estas Ultimas, las cuales son mejores formadoras de biofiim que la cepa de
referencia. En ausencia de estrés (0% DOC) la cepa ST213 presentd una mayor
capacidad de formar biofilm respecto las cepas ST19 y ATCC14028, y entre estas
ultimas dos cepas no hubo diferencia significativa (Figura 16).
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Figura 13. Formacién de biofilm en distintas concentraciones de desoxicolato de sodio de la cepa
ATCC14028 (ST19). Se muestran las medias (xD.E.) de tres ensayos independientes. Letras
diferentes representan diferencia estadisticamente significativa, ANOVA post hoc Dunnett (p<0.05).
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Figura 14. Formacioén de biofilm en distintas concentraciones de DOC de la cepa ST19 (SAL004).
Se muestran las medias (xD.E.) de tres ensayos independientes. Letras diferentes representan
diferencia estadisticamente significativa, ANOVA post hoc Dunnett (p<0.05).
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Figura 15. Formacién de biofilm en distintas concentraciones de DOC de la cepa ST213 (SAL115).
Se muestran las medias (xD.E.) de tres ensayos independientes. Letras diferentes representan
diferencia estadisticamente significativa, ANOVA post hoc Dunnett (p<0.05).
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Figura 16. Formacion de biofilm a una concentracion de 1% de DOC de las cepas de estudio. Se
muestran las medias (xD.E.) de tres ensayos independientes. Letras diferentes representan
diferencia estadisticamente significativa, ANOVA post hoc Tukey (p<0.05).
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8.3.3 Muerte celular ocasionada por desoxicolato de sodio (DOC)

Se evalud la muerte celular causada por desoxicolato de sodio a una concentracién
de 6% durante 30 min, encontrdndose que en las cepas genotipo ST19 el DOC
causoO porcentajes de muerte significativamente mayores en comparacion con el
control sin DOC, siendo mayor el porcentaje de muerte causado por DOC en la cepa
ST19 ambiental. Sin embargo, aunque la cepa ST213 presentdé una diferencia
significativa, el porcentaje de muerte a una concentracion de 6% fue menor en
comparacion con el control sin DOC, sugiriendo que, en esta cepa, dicha
concentracion de DOC estimula el crecimiento leve pero significativamente, en lugar

de inhibirlo o matarl a la cepa (Figura 17).
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Figura 17. Muerte celular ocasionada por desoxicolato de sodio a las cepas de Salmonella enterica.
Los datos en la gréfica representan la media y la +D.E. del porcentaje de dafo celular. El porcentaje
de dafio celular fue determinado con base en la lectura de 100 000 eventos, considerando células
dafiadas aquellas que perdieron la integridad de su membrana favoreciendo la permeabilidad del
yoduro de propidio y observandose en éstas mayor intensidad de fluorescencia. Medias con uno o
mas asteriscos son estadisticamente diferentes (p<0.05). Prueba T-student. Indicaciones
estadisticas: *P=0.05, **P=0.01, ****P=<0.0001.

Se determind mediante citometria de flujo el porcentaje de células viables y células

muertas a una concentracion de 6% de DOC durante 30 min de exposicién. Se
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observd que la cepa ST19 (SALO04) presentd el mayor porcentaje de muerte;
seguido de la cepa de referencia; mientras que la cepa ST213 (SAL115) no presento

muerte celular atribuible al DOC (Figura 18).
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Figura 18. Imagenes representativas por cepa donde se muestra el porcentaje de células viables
(cuadrante superior izquierdo) y células muertas (cuadrante superior derecho) a una concentracion
de 0% y 6% de DOC.
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8.4 Andlisis del gen rpoS

Se llevo a cabo la amplificacidén del gen rpoS, detectdndose la presencia del gen en
todas las cepas de estudio (Figura 19). Se determiné la secuencia de todos los

productos de amplificacién obtenidos.

ST19 ST213

MPM ( ATCC SAL H SAL »
14028 004 115

Figura 19. Amplificacion del gen rpos de las cepas de estudio. Se muestran los productos
amplificados en una electroforesis en gel de agarosa. Carriles: MPM, Marcador de Peso Molecular,
ST19 y ST213 amplificacion del gen rpoS.

La secuencia del gen rpoS de las tres cepas analizadas se comparé con la
secuencia nucleotidica de una cepa proveniente de la cepa de referencia
ATCC14028 (ST19). En la cepa de referencia ATCC14028 se observdé una
sustituciéon sindnima de una citosina (C) por una timina (T) en la posicion del
aminoécido 158 isoleucina (lle) y una mutaciébn no sin6nima en el aminoacido
namero 100 de la cepa SAL115 (ST213) (CGT[Arginina] por CAT[Histidina]);

mientras que la cepa SAL004 (ST19) no presenté mutaciones en su secuencia.

8.5 Amplificacion de los genes spvA, rcK y pefC
Los genes de spVA, rcK y pefC se encuentran en el plasmido de virulencia pSLT,

por lo que era de interés analizar su presencia en las cepas de estudio. Se observé
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la presencia de los tres en las cepas genotipo ST19 (SAL004 y ATCC14028); sin
embargo, sin embargo, la cepa genotipo ST213 no los presento (Figura 20).

ST19 ST213

’ ATCC14028 SAL004 ’ SAL115 \

reK pefC spvA rcK pefC spvA

Figura 20. Amplificacién de tres genes de virulencia del plasmido pSLT en las cepas de estudio.

8.6 Ensayos de invasién

8.6.1 Invasion en células HeLa en condiciones sin estrés.

Se evaluo la capacidad invasiva en condiciones sin estrés de las cepas de estudio
en células HeLa y se agregd una cepa mutante, carente de la Isla de Patogenicidad
Tipo 1, como control negativo. Para realizar el analisis estadistico, las cepas de
estudio se analizaron comparando las tasas de invasion de cada una de éstas
respecto a la mutante, considerando que esta cepa es no invasiva. Se determiné
que la cepa ST19 (SALO04) fue no invasiva, ya que no mostrd una diferencia
significativa respecto a la cepa avirulenta. Tanto la cepa de referencia (ATCC14028)
como la cepa ST213 (SAL115) si fueron invasivas, con un valor de P=0.0176 y
P=0.0257, respectivamente (Figura 21). Comparando las tasas de invasion de las
cepas de estudio, sin considerar la cepa avirulenta, se observd una mayor
capacidad invasiva de la cepa de referencia y la cepa ST213 (SAL115) respecto a
la cepa ST19 (SALO04), con un valor de P=0.0278 y P=0.0205 respectivamente;
mientras que entre ellas (ATCC14028 y ST213) no hubo una diferencia estadistica
significativa (Figura 22).
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Figura 21. Invasion de las cepas de Salmonella enterica en células HeLa comparadas respecto a la
cepa control negativo (ATCC14028 ASPI-1). Se muestra la invasion de los genotipos ST19 y ST213
de S. Typhimurium en células HeLa a una MDI de 75 bacterias por célula por 2 h. Los datos se
representan como la media + D.E. de la tasa de invasién. Indicaciones estadisticas: ns,
estadisticamente no significativo; *P <0.05; Prueba T-student.
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Figura 22. Invasién de las cepas de Salmonella enterica en células HeLa. Se muestra la invasion de
los genotipos ST19 y ST213 de S. Typhimurium en células HelLa a una MDI de 75 bacterias por
célula por 2 h. Los datos se representan como la media + D.E. de la tasa de invasién. Indicaciones
estadisticas: ns, estadisticamente no significativo; *P <0.05; Prueba T-student.

8.6.2 Invasion de células HelLa en condiciones post-estrés a DOC
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Se determind la capacidad invasiva post-estrés a 6% de DOC de las cepas de
estudio de S. enterica. No se encontré una diferencia estadistica significativa entre
la cepa de referencia y la cepa ST213 (SAL115); mientras que entre éstas
(ATCC14028 y SAL115) y la cepa ST19 (SAL004) si hubo diferencia estadistica
significativa, siendo la cepa genotipo ST213 la mas invasiva respecto a la cepa
genotipo ST19 (Figura 23).
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Figura 23. Invasion de las cepas de Salmonella enterica en células HelLa en condiciones post-estrés.
Se muestra la invasién de los genotipos ST19 y ST213 de S. Typhimurium en células HelLa a una
MDI de 75 bacterias por célula por 2 h. Los datos se representan como la media + D.E. de la tasa de
invasion. Indicaciones estadisticas: ns, estadisticamente no significativo; *P <0.05; **P<0.01; Prueba
T-student.
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9. DISCUSION
9.1 Respuesta a estrés acido

Los resultados obtenidos muestran una respuesta diferencial al estrés acido entre
las cepas de genotipo ST19 (ATCC/SAL004), pero no entre las cepas ambientales
de distinto genotipo (ST19/ST213). Se ha reportado que el pH estomacal se
encuentra en un rango de pH de 1 a 2 (Rychlik y Barrow, 2006); sin embargo, otros
autores reportan valores de 1.5 a 5, seguido de un aumento inmediato hasta 6.0
después de la ingesta de alimentos (Aviles et al., 2012). Cabe destacar que la matriz
alimentaria, principalmente de aquellos alimentos ricos en grasas 0 un alto
contenido en proteinas, protegen a Salmonella enterica de la acidez. Ademas, los
alimentos liquidos como el agua y los jugos, por su breve vaciado, facilitan la
supervivencia del patdgeno, lo cual favorece que la dosis infectiva sea mucho mas
baja, llegando a <100 células (Alvarez-Ordofiez et al., 2011). Por todo lo anterior, es
interesante haber observado la resistencia de las cepas del estado de Michoacan a
valores bajos de pH, logrando sobrevivir al menos durante 60 min a un pH de 1.5.
Esto es relevante cuando se tiene en consideracion que en los ensayos realizados
se partié de un cultivo axénico, sin ninguna proteccion como la matriz de un alimento
0 embebidas en una matriz polimérica, como la que presentan los consorcios
bacterianos en un biofilm.

Los resultados de sobrevivencia a estrés acido son comparables con los
reportados en estudios previos. Asi, al evaluar 27 cepas de S. Typhimurium de
muestras clinicas y 9 de alimentos, desafiando un inéculo de 108 UFC/mL durante
2 h a un pH de 2.5, Berk et al. (2005) encontraron que las cepas clinicas tuvieron
una mayor supervivencia en comparacion con las aisladas de muestras
provenientes de alimentos. Aunque las cepas aqui analizadas provienen
Gnicamente de alimentos, sobrevivieron durante 60 min, disminuyendo su poblacion
en 6 6rdenes de magnitud a partir de un inéculo de 108 UFC/mL. Sin embargo, a
diferencia del trabajo de Berk et al. (2005), las cepas del presente estudio fueron
sometidas a un pH mas bajo, de 1.5. Por otra parte, Lianou et al. (2017) evaluaron
la capacidad de 30 cepas de S. enterica de distintos serotipos, incluyendo el

Typhimurium, para sobrevivir a la acidez a un pH de 3.0, observando de manera
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interesante que algunas de sus cepas exhibieron una Respuesta de Tolerancia al
Acido (RTA) induciendo su adaptaciéon al incubarlas en un caldo LB al 1% de
glucosa previo al desafio acido (pH 3). Cabe destacar que la adaptacion al acido
resultd en una mayor supervivencia en acido para la mayoria de las cepas
analizadas, pero también algunas cepas mostraron resistencia al acido similar o
disminuida en comparacion con sus contrapartes no adaptadas. Especificamente,
se desafiaron 11 cepas serotipo Typhimurium de las cuales s6lo 6 mostraron una
RTA. También analizaron a la cepa ATCC14028 de S. Typhimurium y observaron
un comportamiento similar al encontrado en este trabajo, es decir, la cepa logré
adaptarse al acido y mostrar una supervivencia mayor, exhibiendo una RTA al igual
que las cepas ambientales analizadas (ST19 y ST213). Es de relevancia destacar
gue este estudio es el primero en analizar la RTA entre distintos genotipos (ST19y
ST213) dentro de un mismo serotipo, en este caso Typhimurium.

En las cepas aqui analizadas también se evalud la formacion del morfotipo
filamentoso, antes y después del desafio acido. Se ha reportado que algunas cepas
de S. enterica desarrollan dicho morfotipo en distintas condiciones de estrés, como
la de acidez. Los porcentajes de filamentacion fueron practicamente iguales entre
las cepas de estudio antes y después del estrés, quiza debido a que el periodo de
estrés fue muy corto y la condicién de acidez extrema. Asi, es posible que las cepas
no alcanzaran a exhibir mas filamentos, o una longitud mayor en los ya existentes,
invirtiendo su energia en la sintesis de proteinas de choque acido debido a la
condicion tan extrema de acidez a la cual fueron sometidas. En contraste, Kumar et
al. (2019) reportan la formacion de células filamentosas a partir de las 12 h de
exposicién a una concentracion de 20 mM de acido pelargénico en cepas de S.
enterica de distintos serotipos, incluyendo el Typhimurium. También se ha
observado una supervivencia mayor de las células filamentosas en comparacién
con el morfotipo control en una condicion de acidez (pH 2.0) durante 20 min
(Stackhouse et al., 2012).

9.2 Respuesta a estrés oxidante
El peréxido de hidrogeno es producido por los macrofagos y juega un papel crucial

en la defensa contra la invasion de S. enterica, debido a que puede penetrar las
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membranas celulares, dafiando las proteinas, lipidos y carbohibratos de esta (Fang
et al., 2016). Las cepas de S. enterica analizadas en el presente trabajo, mostraron
variabilidad en su capacidad para sobrevivir el estrés oxidante inducido por el H,O,.
Asi, la cepa ambiental ST19 presentd una mayor capacidad para sobrevivir y crecer
en concentraciones de 3 a 20 mM de perdxido de hidrégeno. En contraste, la cepa
ST213 sélo logré crecer a una concentracion <3 mM, mientras que la cepa de
referencia no logré crecer concentraciones <3 mM. Es posible que dichas
diferencias se deban a la eficiencia catalitica de catalasas e hidroperoxidasas de
alquilo de las cepas analizadas, enzimas que degradan el peroxido de hidrogeno.
En ese sentido, Hedrard et al. (2009) utilizaron mutantes por delecion de S.
Typhimurium de las distintas enzimas que degradan el peroxido de hidrégeno,
encontrando que la cepa silvestre no afectd su crecimiento en presencia de 1 mM
del H202, mientras que las cepas que no poseian catalasas e hidroperoxidasas de
alquilo funcionales no pudieron crecer en dicha concentracion de H20:2.
Alternativamente, la diferencia al estrés oxidante entre las cepas de estudio puede
estar asociada a la presencia de bombas de eflujo, en particular la bomba MacAB.
Dicha proteina de membrana, ademas de expulsar macrélidos, es inducible en
presencia de H202 y permite la expulsion de éste. Bogomolnaya et al. (2013)
generaron una mutante AmacAB derivada de S. Typhimurium ATCC14028,
observando una dréastica y rapida pérdida de la viabilidad a partir de la primera hora
de exposicion al H202 a una concentracion de 1 mM. En contraste, la cepa
complementada y la cepa silvestre no se vieron afectadas a esta concentracion,
continuando el curso de crecimiento durante las 5 h que fueron expuestas a dicho
estrés. Por lo anterior, seria relevante en el futuro evaluar la presencia de este tipo
de enzimas en las cepas utilizadas en este estudio.

Finalmente, otra posible respuesta a las diferencias en la resistencia al H202
de las cepas podria ser una mutacién en el genrpoS, como se ha reportado
previamente (Shah et al., 2012). La proteina RpoS es un regulador transcripcional
del gen KatE, que codifica para una enzima catalasa implicada en la degradacién
de perdxido de hidrégeno (Hebrard et al., 2009). Por lo anterior, se obtuvo la
secuencia del gen rpoS de las cepas de estudio, con la finalidad de identificar la

presencia de las mutaciones previamente reportadas que afectan la resistencia a
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peréxido de hidrégeno. Se encontr6 una mutacion silenciosa en la cepa de
referencia ATCC14028 (ST19) y una mutacién no sinénima en la posicién 100 de la
secuencia aminoacidica de la proteina putativa codificada en la cepa ST213
(SAL115), ocasionando un cambio de una Arginina por una Histidina. En el caso de
la cepa ST19 (SAL004) no se identificd ninguna mutacion.

Shah et al. (2012) evaluaron la capacidad de seis cepas de S. enterica
serotipo Enteritidis para sobrevivir a una concentracion de 15 mM de H202 durante
una hora, encontrando que tres de las cepas presentaron una alta sensibilidad al
H202 disminuyendo su poblacion aproximadamente en 90% en relacion al indculo
inicial. Tres cepas mostraron una alta resistencia al H202, disminuyendo su
poblacién en sélo el 10%. Al secuenciar el gen rpoS de las todas las cepas,
encontraron que la secuencia de dos de las tres cepas resistentes al H202 y de una
cepa sensible, era 100% idéntica. Una de las cepas resistentes mostré una
sustitucion sindnima de G a A en el nucleétido 375, asi como una mutacién no
sinbnima en el codén 36 (AGT [Ser] a AGG [Arg]). Ademds, una de las cepas
sensibles presentd una mutacion no sinénima en el codén 126 (GGG [Gly] a GAG
[Glu]). La otra cepa sensible mostré tanto una sustitucion sinénima de T a C en el
nucleétido 605, como una insercion de A en la posicion del nucle6tido 666 que
origin6é un coddn de paro interno (TAA). Dichos resultados indicaron que el codén
de paro introducido en el gen rpoS de la cepa sensible podia estar relacionado con
la alta sensibilidad al estrés oxidante generado por el H202. No obstante, debido a
gue rpoS es un regulador universal de respuesta a estrés, no se descartan efectos
pleiotropicos no asociados a la regulacion transcripcional del gen de la catalasa, asi
como la presencia de polimorfismos simples en otras partes del genoma de las
cepas de estudio, que afectan de forma aun no conocida la regulacion de los genes
asociados a la resistencia al estrés oxidativo.

En el estudio de Shah et al. (2012) se midi6 indirectamente la actividad de
rpoS mediante la prueba de catalasa semicualitativa, para determinar si una de las
mutaciones alterd la regulacion transcripcional mediada por el factor oS. Se observé
gue cinco de las seis cepas probadas presentaron un burbujeo vigoroso, reflejando
buena actividad de catalasa. La cepa altamente sensible no presentd burbujeo, y

ademas fue la present6é el codon de paro interno en el gen rpoS. Los autores
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sugieren gue las cepas que produjeron un burbujeo vigoroso se pueden considerar
no alteradas en el gen rpoS, mientras que aquella cepa con un burbujeo nulo o
incipiente tiene alterada la funcién de o S, lo que redunda en un bajo o nulo nivel de
transcripcion del gen de la catalasa KatN. Se desconoce si el cambio de Arginina
por Histidina encontrado en el regulador transcripcional RpoS de la cepa de
genotipo ST213 aqui estudiada afecta su funcion regulatoria sobre el gen de la
catalasa, lo que la vuelve mas sensible al estrés oxidativo. Algo que seria
interesante estudiar a futuro, al igual que posibles idferencias en el gen y la catalasa
KatN entre ambos genotipos de interés.

En un estudio realizado por Sutton et al. (2000) se identificaron mutaciones
en la region codificante del gen rpoS en 10 cepas de S. enterica serotipo
Typhimurium, de un total de 27 cepas que habian permanecido en preservacion en
un cepario durante 34 a 45 afios. Cinco de las cepas presentaban un cambio de
base y s6lo en una de estas se encontré mutacion silenciosa, mientras que en las
otras cuatro se presentaron mutaciones no sinénimas, que no condicionaron la
sobrevivencia de dichas cepas. Cabe destacar que tanto las mutaciones aqui
observadas en las cepas de estudio, como las identificadas en dicho trabajo previo
no condicionan la supervivencia de las cepas. Sin embargo, podrian afectar la
funcion de la proteina. Asi, una explicacion plausible en ambos estudios es que las
mutaciones ocurrieron mientras estaban en dormancia durante el periodo de
preservacion en el cepario. Se sabe que las mutaciones ocurren bajo condiciones
de estrés y metabolismo minimo y que, ademas, se pueden generar sélo en algunas
subpoblaciones (Torkelson et al., 1997). Dicha posibilidad debe evaluarse con
mayor detalle para conocer mas a profundidad el efecto de la preservacion en genes
de resistencia al estrés ocasionado por las condiciones del tracto digestivo, asi

como de aquellos genes asociados a virulencia.

9.3 Respuesta a estrés biliar

El paso a través del intestino del hospedero expone a S. enterica a sales biliares,
potentes detergentes que alteran la membrana plasmatica de las bacterias
(Morales-Ramos et al., 2003). Se ha reportado que el dafio inducido por la bilis

puede ser reproducido en condiciones de laboratorio con una sal biliar, el
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desoxicolato de sodio (Prieto et al., 2004; Prieto et al., 2006). Bajo este enfoque
reduccionista, en el presente trabajo se evalud la concentracion minima inhibitoria
a desoxicolato de sodio y la capacidad de formar biofilm, asi como el dafio celular
inducido por esta sal biliar. Se determiné que la MIC del DOC de las cepas de
estudio fue de 7% (p/v) para la cepa de referencia ATCC14028 (ST19), 10% para la
cepa ST19 (SALO04) y 6% para la cepa ST213 (SAL115). La MIC de la cepa
ATCC14028 fue igual a la reportada previamente para esta misma cepa y para S.
enterica SL1344 (Prieto et al., 2006; Hernandez et al., 2012), y este valor fue
considerado para realizar los ensayos de invasion y muerte celular post-estrés. Se
observo una respuesta diferencial al dafio inducido por DOC al 6%. Asi, la cepa
ST19 (SAL004) presentdé mayor porcentaje de muerte celular debido a la exposicion
a DOC, seguida de la cepa de referencia ATCC14028 y, de manera interesante, se
observé que la exposicion a DOC parece favorecer el crecimiento de la cepa ST213
(SAL115) a una concentracion de 6% en las condiciones probadas.

Se sabe que S. enterica induce la reparacién al dafio ocasionado por sales
biliares mediante varias estrategias como la expulsién de la bilis por bombas de
eflujo, modificaciones en la longitud del LPS y activacion del sistema SOS
(Hernandez et al., 2015). Cabe destacar que las gréficas obtenidas por citometria
de flujo sugieren que la cepa ST213 (SAL115) presenta variabilidad fenotipica
inducida por DOC, ya que se observa una mayor dispersion de puntos en las
gréficas, lo que posiblemente se debe a la formacion de células filamentosas. En
contraste, tanto la cepa de referencia ATCC14028 (ST19) como la cepa ambiental
ST19 (SALO04) no presentaron este comportamiento. La cepa ST19 (SAL004)
presento el porcentaje de filamentacion mas bajo en condiciones post-estrés acido
(pH 1.5).

Se ha reportado que este genotipo ST19 no forma filamentos en condiciones
asociadas a la conservacion de alimentos, mientras que la cepa genotipo ST213 si
(Gomez-Baltazar et al., 2019), lo que apoya la observacion acerca de la dispersion
diferencial de puntos que se observa en ambas cepas. En este mismo estudio se
concluye que la cepa genotipo ST213 presenta mas alternativas o estrategias para
resistir el estrés en condiciones asociadas a la conservacion de alimentos en

comparacion con el genotipo ST19. La variabilidad fenotipica que sugieren los
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resultados aqui obtenidos posiblemente representan una estrategia para resistir el
estrés, en la cual se podrian estar generado subpoblaciones derivadas de una
misma clona celular, dando lugar al fendmeno recientemente descrito como
biestabilidad.

La biestabilidad se ha reportado como un fendmeno que permite enfrentar el
estrés, en el cual una poblacion presenta un comportamiento generando dos linajes
0 subpoblaciones dentro de una misma poblacion. Una poblacion puede presentar
un fenotipo “encendido”, mientras que la otra muestra un fenotipo “apagado” de
determinados genes, siendo reversibles, regresando al fenotipo de la clona inicial.
Los beneficios de la biestabilidad o division en subpoblaciones incluyen la division
del trabajo y el enfrentamiento exitoso del estrés, evitando mutaciones en el
genoma, como una estrategia evolutiva que le permite a S. enterica preservar la
virulencia (Sanchez-Romero et al., 2018). La cepa ST213 (SAL115) podria estar
generando este fendmeno formando una poblacién tendiente a la filamentacion y
otra a presentar el morfotipo de tamafio normal; sin embargo, adun habria que
analizar en mayor detalle dicha posibilidad. Esto podria realizarse inhibiendo la
condicion de estrés y determinando posteriormente, la morfologia de los bacilos se
revierte al tamafio normal. Este ensayo esataria acompafiado del andlisis de la
secuencia de los genes implicados en la filamentacion, para determinar que no

sufrieron cambios durante el paso por las condiciones de estrés.

9.4 Ensayos de invasién y genes de virulencia

Salmonella enterica cuenta con la capacidad de invadir células del intestino delgado,
mediante un sistema de Secrecion tipo Ill. En este estudio se evalu6 la capacidad
invasiva de las cepas analizadas en células HeLa que, aunque provienen de un
linaje de células que deriva de una muestra de cancer cervicouterino, este modelo
se ha utilizado para identificar cepas con potencial invasivo y se ha reportado una
correlacion positiva entre el potencial invasivo in vitro en células HelLa con el
potencial invasivo in vivo en conejos. Esta relacion quedo demostrada desde 1973,
cuando se evaluo la capacidad invasiva de 12 cepas de S. Typhimurium en modelos
in vivo e in vitro. Dicho estudio encontrd que las 8 cepas que internalizaron células

HelLa también invadieron la mucosa ileal de conejo, mientras que las 4 que no
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mostraron potencial invasivo in vitro, tampoco penetraron la mucosa ileal del conejo
(Giannella et al., 1973).

En el presente trabajo se encontré que la cepa de referencia ATCC14028
(ST19) y la ambiental de genotipo ST213 presentaron potencial invasivo sobre las
células HelLa, mientras que la cepa ambiental de genotipo ST19 no fue invasiva. La
salmonelosis ocasiona tipicamente una infeccion diarreica autolimitada; sin
embargo, en afos recientes se ha reportado que en algunos casos puede ocasionar
infecciones sistémicas. En nuestro pais se han registrado casos de invasion
sistémica por S. enterica genotipo ST213. En 2015 se publicé el aislamiento de S.
enterica ST213 en Yucatan, de un hemocultivo en un nifio de ocho afios con
hepatomegalia y trombocitopenia. Esta cepa presentd resistencia a mudltiples
farmacos y se identificé la presencia del gen blacmy-2 (Calva et al., 2015). En otro
trabajo posterior se identificé la presencia de S. enterica ST213 en un hemocultivo
de una mujer que acudié a un hospital privado en la Cd. de México, la cual presentd
un cuadro de salmonelosis grave invasiva, refractaria a cefalosporinas de espectro
extendido. Dicha cepa presentd los plasmidos IncA/C, IncFIIA and ColEl y la
ausencia del plasmido de virulencia pSTV. Por otro lado, en ese mismo estudio
evaluaron la capacidad invasiva de las cepas mencionadas usando un modelo
murino, observandose una virulencia atenuada en ambas cepas (Wiesner et al.,
2016).

Al evaluar la internalizacion de células Caco-2 por parte de distintas cepas
aisladas de alimentos en el estado de Michoacan, incluidas las dos cepas
empleadas en este trabajo, la cepa ST19 (SAL004) no presenté capacidad de
invasién, en comparacién con las cepas de genotipo ST213. En dicho trabajo
también se evalu6é un modelo de invasioén in vivo, encontrandose que la cepa ST213
(SAL115), la misma empleada en el presente trabajo, resulté ser la mas invasiva,
presentando mayor proliferacion en tejidos y excretandose en mayor cantidad en
heces (Gémez-Baltazar et al., datos no publicados). Los resultados de invasion aqui
obtenidos correlacionan con estos resultados previos.

En contraste con los resultados obtenidos tanto in vivo como in vitro, en el
presente trabajo se encontré que la cepa ST213 (SAL115) no presento los genes

SpVA, rck y pefC del plasmido de virulencia pSVT, mientras que en las cepas ST19
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(SALO04 y ATCC14028) si estuvieron presentes. En aislados de S. enterica
obtenidos de muestras clinicas y de alimentos de distintas regiones de México, se
encontré una asociacion significativa entre el genotipo ST19 y la presencia del
plasmido pSVT (Wiesner et al., 2009). Se document6 que la mayoria de las cepas
(68%) genotipo ST19 presentaron tres genes (spvC, traT y rck) del pSVT, mientras
que estos se encontraron sélo en una de las cepas genotipo ST213. Ademas, hubo
una asociacion significativa entre aquellos aislados de origen clinico y la presencia
del plasmido pSVT, al encontrarse en un 43% de éstos y s6lo en un 16% de
muestras de alimentos. Muchas de estas cepas fueron de origen diarreico o de
personas con infeccién asintoméatica, pero el plasmido pSVT sélo se present6 en
una de las seis cepas de origen sistémico, lo que indica que su presencia no
necesariamente causa infecciones extraintestinales o favorece la invasion del
hospedero. Los resultados obtenidos en el presente trabajo son congruentes con
estos reportes previos, que muestran que existe una relacion positiva entre las
cepas analizadas genotipo ST19 y la presencia del pSVT, pero no una asociacion
entre la presencia de este plasmido y la capacidad invasiva de los distintos
genotipos. Lo anterior sugiere que los genes implicados en la capacidad invasiva de

las cepas analizadas estan codificados cromosémicamente.

9.5 Formacién de biofilm

Un biofilm puede estar formado por microorganismos de una misma especie o de
especies distintas, con caracteristicas asociadas a la comunidad microbiana y el
microambiente en el que se desarrolla. Un biofilm puede establecerse
practicamente en cualquier tipo de superficie, y puede ser benéfico o perjudicial para
un paciente, en funcion de la interaccién de la comunidad y la superficie en la cual
se establezca. La estructuracion de un biofilm juega un papel muy importante en las
enfermedades infecciosas, debido a que favorece la persistencia de un patdégeno.
Por esto, la caracterizacion de un biofilm particular, asi como el desarrollo de nuevas
estrategias para erradicarlo, es trascendental en el contexto de la salud del paciente
(Magana et al., 2018). En este estudio se evalu6 la capacidad de las cepas de
estudio para formar biofilm en presencia de distintas concentraciones con

desoxicolato de sodio, una de las sales mayoritarias en la composicion de la bilis.
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Se encontré que todas las cepas formaron biofilm a una concentracién de 1% de
DOC, mientras que, en ausencia de éste, la cepa ST213 (SAL115) fue la que mostré
una mayor capacidad en la formacién de biofilm, seguida de la cepa de referencia.
Sin embargo, en esta condicion control en ausencia de DCO la cepa de genotipo
ST19 (SAL004) no formd biofilm. Gomez- Baltazar et al. (2019) reportaron que la
cepa ST19 (SAL004) no formd biofilm en ninguna condicion asociada a la
preservacion de alimentos, ni en ausencia de estrés. De manera interesante, en
presencia de DOC esta cepa si formé biofilm, sugiriendo que este componente de
las sales biliares induce la activacion y probablemente aumenta el nivel de expresion
de genes que favorecen la formacion de biofilm en el genotipo ST19.

Se ha reportado que mutantes incompletas de los genes AompA, AfIgE y
AphoP son incapaces de formar biofilm a una concentracion de 16 mg/mL de bilis
en un lapso de 24 h en caldo RPMI (Roswell Park Memorial Institut), y la expresion
de los mismos es mas alta en presencia de bilis en cepas silvestres y mutantes de
S. Typhimurium SL1344 (Tsai et al., 2019). De manera interesante, en el presente
trabajo también se observo la formacién de biofilm en concentraciones de DOC de
12 y 13% en la cepa de referencia, y de 13% para la cepa ST19 (SALO04). Sin
embargo, la cepa ST213 (SAL115) sdlo formd biofilm a 1% de DOC. Se sabe que
S. enterica puede resistir concentraciones mas altas de desoxicolato cuando
previamente ha estado en una concentracion subletal de esta sal (Hernandez et al.,
2012). Las muestras de las cuales se aislaron las cepas aqui analizadas fueron de
alimentos, y se desconoce cudl fue la via que siguieron dichas cepas para llegar a
estas fuentes de aislamiento. Es probable que los ambientes previos a su
aislamiento por lo que transitaron las cepas de estudio influyan en su capacidad
para formar biofilm en las distintas concentraciones probadas. Los tipos de
superficies, las condiciones fisicoquimicas y la competencia con otros
microorganismos a las que una cepa ambiental se ha enfrentado pueden determinar
su capacidad para formar biofilm, lo que es importante de contrastar a futuro entre

cepas de genotipos ST19 y ST213.
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10. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

Por los resultados obtenidos se puede concluir que la hipotesis planteada se cumple
parcialmente.

Aunque la cepa ST19 presenta mayor resistencia que la ST213 al ambiente
oxidante (H202) y al desoxicolato de sodio (DOC), la cepa ST213 presenté mejor
recuperacion a las condiciones de estrés acido y oxidativo (pH &cido/H202) después
de 6 h, que las dos cepas del genotipo ST19. Ademas, en ausencia de estrés y
post-estrés a DOC, el genotipo ST213 presentd mayor virulencia que la cepa de
genotipo ST19. Estos resultados sugieren que el genotipo emergente ST213 se
encuentra experimentando un proceso adaptativo de resistencia al estrés dentro del
hospedero e incremento de virulencia, por lo que sélo en algunas condiciones de
estrés fue mas exitoso que el genotipo ST19.

Asi, no se encontré una relacién entre la virulencia y la resistencia a todas
las condiciones de estrés del tracto digestivo del hospedero evaluadas. Es
necesario realizar mas estudios para identificar los mecanismos genéticos,
bioquimicos y fisiolégicos que contribuyen al desplazamiento del genotipo ST19 por
el ST213 en muestras clinicas y ambientales de México y Michoacan. Por ejemplo,
seria interesante evaluar los niveles de transcripcion de genes asociados a la
resistencia a estrés y virulencia antes, durante y después de estar sometidos a las
condiciones de estrés aqui estudiadas. EI mismo analisis transcripcional deberia
realizarse durante el proceso de invasion in vitro similar al aqui realizado.

También seria interesante analizar in vitro la posibilidad de que el genotipo
ST213 presente una mayor capacidad de biestabilidad que el genotipo ST19 en las
distintas condiciones de estrés a las cuales se expone dentro del hospedero.

Todo lo anterior podria contribuir a la prevencion y el control adecuado de los
brotes de gastroenteritis ocasionados por S. enterica en México, asi como a un
mejor entendimiento de los mecanismos asociados a la aparicion de nuevas

variantes genéticas de dicho patdégeno.
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12. ANEXO

12.1 Secuencia ATCC14028 (ST19)

ATATGCCGGTAACGCACTGCGTGGTTACGGTAATCTTATTATCATCAAACATAACGATGATTAC
CTGAGTGCCTACGCCCATAATGATACGATGCTGGTCCGGGAACAACAGGAAGTTAAGGCGGG
GCAAAAAATCGCTACTATGGGTAGCACCGGCACCAGCTCTACACGCTTGCATTTTGAAATTCGT
TACAAGGGGAAATCCGTAAACCCGCTGCGTTATTTACCGCAGCGATAAAGCGGCGGAACCAG
GCTTTGACTTGCTAGTTCCGTCAAGGGATCACGGGTAGGAGCCACCTTatgAGTCAGAATACGC
TGAAAGTTCATGATTTAAATGAAGACGCGGAATTTGATGAGAACGGAGTAGAGGCTTTTGACGA
AAAAGCCTTGAGTGAAGAGGAACCCAGTGATAACGACCTGGCTGAAGAAGAGCTGTTATCGCA
AGGGGCCACACAGCGTGTGTTGGACGCGACTCAGCTTTACCTTGGTGAGATTGGGTATTCACC
ACTGTTAACAGCCGAAGAAGAAGTCTATTTTGCGCGTCGCGCACTGCGTGGAGATGTCGCTTC
TCGCCGTCGCATGATTGAGAGTAACCTGCGTCTGGTGGTAAAAATTGCCCGCCGTTATGGCAA
TCGTGGACTGGCGTTGCTGGACCTGATTGAAGAGGGCAACCTGGGGCTTATCCGTGCAGTCG
AGAAGTTTGACCCGGAACGCGGGTTCCGCTTCTCAACATACGCAACCTGGTGGATTCGCCAGA
CAATCGAACGGGCGATCATGAACCAAACCCGTACGATTCGCTTGCCGATTCACATTGTTAAAG
AGCTGAACGTATACCTGCGCACCGCACGTGAGTTGTCGCATAAACTGGACCACGAACCGAGT
GCGGAAGAAATTGCAGAGCAACTGGATAAACCGGTTGATGACGTCAGCCGTATGCTTCGTCTC
AACGAGCGCATTACCTCGGTAGACACCCCGCTGGGCGGTGATTCCGAAAAAGCGTTGCTGGA
CATCCTGGCCGATGAAAAAGAGAACGGTCCGGAAGACACCACGCAAGATGACGATATGAAAC
AGAGCATCGTCAAATGGTTGTTCGAACTGAACGCCAAACAGCGTGAAGTGCTGGCGCGCCGT
TTCGGTCTGCTGGGATATGAAGCTGCGACACTGGAAGATGTAGGCCGTGAAATCGGTCTTACG
CGTGAACGTGTTCGTCAGATTCAGGTTGAAGGCCTGCGCCGTCTGCGCGAAATTCTGCAGAC
GCAGGGGCTGAATATCGAAGCGCTGTTCCGCGAGtaaGTACCCTTGTCAAAAAAAGGCCAGTC
TGTCGACTGGCCTTTTTTTTACCGTTTGTCTTCTGCCAGCAGCGGCGGGATACTCGGCACCAT
TGGCGCGTCATCAATATCTTTTTGCGTCATGCGAAACGCTTGTGGATAGTGTTCGCGGCTGGT
ACGGCGTAACGGTTCGGTATCGCGCCAGGTATACAGACAATGCTGACACTGATATACCGTCCA
GACTCCTTTTACCGGCGAAGTCGCCATGAGTTCAATATGTGCATCGGCACAGCGTGGGCAAAT
CATCGGTTACTCCTTATTTACG
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