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RESUMEN

Salmonella enterica, patdogeno conocido desde el siglo XIX, es el principal
microorganismo causante de la mayoria de brotes de origen alimentario por detras de
Campylobacter jejuni.

Dentro del género Salmonella, uno de los serotipos generalistas mas frecuentemente
aislados en las muestras clinicas junto con Salmonella Enteritidis, es Salmonella
Typhimurium. Ambos serotipos causan principalmente salmonelosis, una enfermedad auto
limitante pero que también puede causar la muerte, por lo que dicho serotipo ha requerido un

mayor control y seguimiento epidemioldgico.

A finales del siglo XX, emergieron en Espafia nuevas variantes monofasicas del
serotipo Typhimurium, causadas principalmente por la pérdida de uno de los flagelos.
Actualmente la variante monoféasica S. 4,[5],12:i:- es la que se notifica con mas frecuencia

después de los serotipos S. Typhimurium y S. Enteritidis, como causante de salmonelosis.

Este problema de salud publica nos lleva a la necesidad de analizar la informacion
bibliogréfica disponible del serotipo Typhimurium para determinar qué factores de virulencia
posee y expresa, los cuales estaran implicados, entre otros en la supervivencia y en la
formacion de biofilms, capacidad muy significativa a la hora de facilitar la colonizacién y

supervivencia de la bacteria en el intestino humano.

La formacién de biofiims est4d fuertemente influenciada por una compleja red
reguladora, permitiendo a S. Typhimurium adaptarse a diferentes entornos, por lo que sera
necesario conocer dicho proceso para posteriormente poder analizar los distintos métodos

gue permiten determinar la capacidad de formacién de biofilms.



1 INTRODUCCION

Salmonella es miembro de la familia Enterobacteriaceae, en la subdivisién o clase
Gamma-proteobacteria. Actualmente se conocen dos especies de Salmonella: Salmonella
bongori y Salmonella enterica. Esta Ultima se divide en seis subespecies (S. enterica subsp.
enterica |, S. enterica subsp. salamae Il, S. enterica subsp. arizonae llla, S. enterica subsp.
diarizonae llib, S. enterica subsp. houtenae IV, S. enterica subsp. indica VI) y éstas a su vez
en diferentes serotipos, existiendo actualmente mas de 2.600 serotipos de Salmonella (Tabla
1)@,

Tabla 1. Numero de serotipos reconocidos dentro de cada especie/subespecie de Salmonella (Adaptado de
Guibourdenchea y col., 2009).

NUumero de serotipos en cada especie y subespecie

S. enterica
subsp. enterica 1547
subsp. salamae 513
subsp. arizonae 100
subsp. diarizonae 341
subsp. houtenae 73
subsp. indica 13

S. bongori 23

Total (género Salmonella) 2610

Los serotipos de Salmonella son designados mediante su formula antigénica basada
en el esquema Kauffmann-White-Le Minor, determinados por la composicion del antigeno
somaético (0O), flagelar (H), o de superficie (Vi) después del nombre de la subespecie. El
esquema Kauffmann-White es definido por The World Health Organization (WHO) en

colaboracion con el centro de referencia e investigacion en Salmonella del instituto Pasteur @,

En las formulas antigénicas de los serotipos de Salmonella, primero se escribe el
antigeno O, seguido del antigeno Vi (si esta presente), y del antigeno(s) H, primero de fase 1
y luego de fase 2. Los antigenos principales se separan mediante dos puntos y los antigenos
individuales por comas. Los antigenos H de fase 1 son designados con una letra mindscula

(1] “_n ” o«

de “@” a “z” y a continuacion “z1”, “z2”, “z3”, etc. Los antigenos flagelares de fase 2 se asignan
mediante numeros “1”, “2”, “3”, etc. Por ejemplo el serotipo Typhimurium esta determinado por

la formula antigénica 1,4,[5],12:i:1,2 @



Las bacterias del género Salmonella son bacilos Gram negativas de 0,7-1,5 um x 2-5 ym
de tamafio, anaerobias facultativas y moéviles mediante flagelos de insercion peritrica, aunque
existen variantes que carecen de ellos denominadas monofésicas o afasicas en los casos de
pérdida de uno o ambos flagelos respectivamente. Crecen a una temperatura éptima de 37
°C aunque pueden multiplicarse en un amplio rango de temperatura de 7 a 48 °C. Tienen un
pH 6ptimo de 6,5-7,5, soportando un rango de pH entre 4,5y 9,5 @,

Segun datos de la European Food Safety Authority (EFSA), los dos serotipos de S.
enterica subsp. enterica mas frecuentes que causan la enfermedad de salmonelosis en el
humano son S. Typhimurium responsable de aproximadamente el 60,9 % del total de los
casos notificados y S. Enteritidis responsable de aproximadamente el 13,8 % de los casos ©.
Ambos serotipos son generalistas, es decir, son capaces de colonizar y causar enfermedad
en diversas especies de mamiferos ©. Después de los dos serotipos mencionados
anteriormente, la variante monofasica de Salmonella Typhimurium (S. 4,[5],12:i:-) es la que se
notifica con mas frecuencia, siendo la responsable de aproximadamente el 4,7 % del total de

los casos notificados ©®.

Dicha variante monofasica es antigénicamente similar a S. Typhimurium pero su
rasgo principal es la delecion del operdn responsable de la sintesis de los flagelos de segunda
fase, el cual se identifica como 1,2 en la férmula antigénica de S. Typhimurium ©. La primera
variante monofasica descrita de S. Typhimurium, surgié en Espafia en 1997 ™y se convirtio

en el cuarto serovar mas comun en los aislados clinicos en 1998 ®,

La salmonelosis causada por las bacterias mencionadas anteriormente, es una
enfermedad intestinal autolimitada, que también puede causar la muerte. Se relaciona con la
ingesta de alimentos o0 aguas contaminadas y la aparicion de la enfermedad suele ocurrir entre
las 8-48 horas post-ingesta, acompafiada de dolor abdominal, vémitos, diarrea y un cuadro
febril ©, Existen numerosos reservorios animales incluyendo, cerdos, vacas, pollos, ademas
de otros animales tanto domésticos como salvajes.

En el genoma de S.Typhimurium existe un elevado nimero de genes que codifican para

factores de virulencia necesarios durante el proceso infectivo 9.

La formacidon de biofilms estd asociada a brotes de salmonelosis e infecciones
persistentes en pacientes V. Dichos biofilms son importantes para la propagacion de
Salmonella ya que es resistente a desinfectantes, estrés medioambiental, antibiéticos y al
sistema inmune de la célula hospedadora, promoviendo la supervivencia de la bacteria y

facilitando su posterior dispersion 2. Cuando los nutrientes son escasos o cuando las



condiciones de desarrollo se vuelven severas, Salmonella crece mas lentamente y secreta
polimeros extracelulares que forman dichos biofiims en cuyo interior se alojan las células
bacterianas. Por lo tanto, la persistencia de Salmonella en los biofilms supone una fuente de
contaminacién y puede significar un importante riesgo para la salud publica como ya hemos

mencionado anteriormente (12,

2 OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es el conocimiento de las generalidades, epidemiologia,
patogenia y virulencia de Salmonella Typhimurium, asi como el nuevo serotipo monofasico de

S.Typhimurium que emergié en Espafa a finales del siglo XX, para posteriormente:

- Analizar y estudiar los genes implicados en la formacién de biofilms y la relacién con
la capacidad patogénica de Salmonella.

- Comprender la compleja red reguladora implicada en la formacion de biofilms.

- Estudiar los métodos experimentales disponibles.

- Analizar las estrategias mas eficientes para evitar la formacion de biofilms.

3 DESARROLLO

3.1 Identificacién y caracterizacion epidemiolégica de Salmonella

Como se ha comentado, la infeccion causada por Salmonella es una de las
enfermedades entéricas principalmente implicadas en brotes causados por alimentos o aguas
contaminadas. Por lo tanto, es importante llevar a cabo una exhaustiva vigilancia de dicha
bacteria, para poder detectar, controlar y realizar un seguimiento de los casos que puedan
surgir. Por ello, el conocimiento de la epidemiologia de la salmonelosis constituye la principal
herramienta para el control sanitario de esta enfermedad, siendo el serotipo el marcador
epidemioldgico de eleccion en este género. La serotipificacion es una técnica sencilla que
permite el seguimiento de los principales serotipos, pudiendo describir distintos patrones de
distribucion, virulencia y resistencia a serotipos concretos de Salmonella, lo que constituye un

elemento importante en la investigacion epidemiolégica 2,

Ademas de la serotipificacion, existen otros métodos de tipificacion: el perfil
bioguimico, el perfil de resistencia a antimicrobianos, la fagotipificacion y métodos de

tipificacion genotipicos ©.



3.1.1 Antigeno somatico (O)

El antigeno somético (O) caracterizado por ser termoestable y alcohol-resistente forma
parte del lipopolisacarido (LPS) situado en la membrana externa de la pared celular.
Corresponde concretamente a la cadena lateral O del mismo y es un determinante de

virulencia importante en la mayoria de las bacterias Gram-negativas .

3.1.2 Antigeno flagelar (H)

Como se ha comentado, un gran porcentaje de cepas de Salmonella son moéviles
mediante flagelos peritricos. La flagelina, proteina estructural de los flagelos, es un antigeno
importante de Salmonella @,

La variacion de fase se define como el cambio en la expresion de los antigenos
flagelares en las bacterias, siendo generalmente reversible, pero en el momento que se

expresa un antigeno se realiza la represion del otro ©.

Este sistema esta regulado de forma que una recombinasa codificada por el gen hin,
cataliza la inversion reversible de un fragmento de 993 pb que contiene el promotor del operén
fliBA. En un sentido el promotor dirige la transcripcion de los genes fljB y fljA (Fig. 1) que
codifican para la flagelina de segunda fase y para un represor del gen fliC (que codifica la
flagelina de primera clase) respectivamente. En este caso se expresara el antigeno H de
segunda fase. Cuando el fragmento se invierte, los genes fljA y fliB no se expresan, la

expresion de fliC no se reprime y la bacteria produce el antigeno flagelar de primera fase 4.
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Figura 1. Variacion de fase de los flagelos en Salmonella segiin Yamamotoy col., 2006.

Este proceso, proporciona una clara ventaja para las bacterias, ya que los organismos

de una determinada poblacién que consigan cambiar de fase durante el proceso de infeccidon



podran sobrevivir a la respuesta inmune del hospedador ya que, si éste se encuentra
produciendo anticuerpos frente a la flagelina de fase 1, aquellas bacterias que cambien de
fase y produzcan flagelina de fase 2 podran escapar a la accion de los anticuerpos especificos

frente a la primera 4.

Las cepas monofasicas no son capaces de expresar los flagelos de segunda fase a
diferencia de las bifasicas, ya que su rango principal es la delecién del operdn responsable de
la sintesisde dichos flagelos, el cual se identifica como 1,2 en la férmula antigénica de S.

Typhimurium @,

3.1.3 Antigeno capsular (Vi)

En cuanto al antigeno capsular, el Gnico que se conoce en Salmonella es el antigeno

Vi, un polisacéarido capsular producido por cepas de tres serotipos Typhi, Paratyphi C y Dublin
(16)

3.2 Patogenicidad y virulencia de Salmonella

La salmonelosis es causada por toda una serie de serovares no tifoideos, siendo los
mas relevantes Typhimurium y Enteritidis, seguidos de la variante monofasica S. 4,[5],12:i:- ©
pudiendo adicionalmente infectar un amplio rango de animales. La duracién y entidad de esta
enfermedad es variable, dependiendo del estado general del huésped, pudiendo

ocasionalmente causar enfermedades generalizadas *7,

El proceso de infeccion por Salmonella enterica se inicia generalmente por la ingestion
de agua o productos contaminados. Para la mayoria de los serotipos la dosis infectiva minima
se sita alrededor de 10°-108 células viables para derivar en la colonizacion del intestino
delgado y grueso. Una vez ingeridas, las bacterias alcanzan el esttmago donde se enfrentan
al jugo gastrico y a un pH muy acido, lo que reduce el nimero de microorganismos viables.
Aquellas bacterias capaces de sobrevivir pasaran al intestino donde deberan resistir los acidos
grasos bactericidas producidos por la microbiota del hospedador, la secrecion de mucina, y el
peristaltismo intestinal que evitaran la colonizacion ®. Las bacterias que escapan a la primera

linea de defensas intestinales, colonizan el ileon y/o el colon, e invaden el epitelio.

El mecanismo de invasion implica la unién inicial de la bacteria a receptores
especificos de la superficie de la célula hospedadora, seguida por la internalizacion forzada

por la propia bacteria 9. La invasion depende de la actuacion de un sistema de secrecion de



tipo Il (SST3), codificado por la isla de patogenicidad 1 (SPI1; Salmonella pathogenicity island
1). S enterica es la Unica especie que se conoce que posee dos sistemas de secrecion tipo
I, codificados por dos islas de patogenicidad distintas (SPI1 y SPI2; Salmonella pathogenicity
island 1 y Salmonella pathogenicity island 2). Cada uno de los sistemas parecen jugar papeles
diferentes en la patogénesis de Salmonella; SPI1 est4 implicada en la penetracion inicial de
la bacteria, mientras que SPI2 es importante para los siguientes estadios de la infeccion @,

a lo que haremos referencia més adelante.

Ademas, la actuacion de este SST3 codificado por la isla de patogenicidad SPI1, inicia
la liberacién por parte de las células epiteliales, de quimioquinas CXC, como la interleucina 8
(IL8), que ejerce una accién quimiotactica sobre polimorfonucleares neutrofilos (PMN),

importantes agentes defensivos de la respuesta inmune inespecifica del hospedador @,

Una vez invadido el epitelio intestinal, las bacterias se traslocan rapidamente,
alcanzando la lamina propia. Aqui, su reconocimiento por receptores localizados tanto en la
superficie de macréfagos como en la cara interna de las células intestinales (Fig. 2) origina la
produccion de mas quimioguinas CXC, por ambos tipos de células. Esto provoca la afluencia
masiva de PMN, que induce la caracteristica diarrea inflamatoria causada por los serotipos no
tifoideos de S. enterica (9.

S. enterica posee la capacidad de sobrevivir en el interior de los macréfagos, gracias a la
actuaciéon de un segundo SST3, codificado por la isla de patogenicidad SPI2, y de otros
factores de virulencia. Sin embargo, los macréfagos que han reconocido y fagocitado a las
bacterias también liberan interlecuina 12 (IL-12), responsable del inicio de la respuesta inmune
especifica. Esta interleucina actda sobre los linfocitos T, que a su vez liberan sustancias, como
el interferén y, que activan a macrofagos, adquiriendo éstos la capacidad de destruir a las

bacterias que han sobrevivido en su interior 9,
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Figura 2: Induccién de enfermedad intestinal por S. enterica (Adaptado de Raffatellu y col., 2006).

La aparicion de la enfermedad ocurre de 8 a 72 horas después de la ingesta y el cuadro
clinico se inicia con nauseas y vémitos seguidos de dolor abdominal y deposiciones diarreicas,
normalmente de moderado volumen y que suelen contener leucocitos PMN en el examen en
fresco de las heces ®. Suele aparecer fiebre en mas de la mitad de los casos, pudiendo
alcanzarse incluso temperaturas de 38-39 °C. Esta enfermedad normalmente suele
desaparecer sin intervencion en 2 o 3 dias. Las gastroenteritis por salmonelosis no tifoideas
no suelen tratarse con antibiéticos, excepto en casos de pacientes inmunodeprimidos o en los

casos de infecciones extra-intestinales (septicemia, meningitis, etc) 9.

3.2.1 Factores de virulencia

En el genoma de S. Typhimurium existe un elevado nimero de genes que codifican
para factores de virulencia necesarios durante el proceso infectivo @2,

Se pueden distinguir dos grupos de factores de virulencia en S. Typhimurium. Por un
lado, genes que codifican estructuras superficiales de la bacteria, donde se incluyen:

- EILPS, con actividad téxica, debido fundamentalmente al lipido A



- Los flagelos, que dirigen a la bacteria hacia el epitelio intestinal, mediante quimiotaxis,
permiten atravesar la espesa capa de mucina, y contribuyen al proceso de inflamacién.

- La céapsula, relacionada con la capacidad invasiva del serotipo Typhi.

- Las fimbrias.

- Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS; extracelular polymeric substance),

como la celulosa.

Por otro lado, existen genes especificos de virulencia, localizados en el cromosoma o
en plasmidos, que codifican factores solubles que modifican la fisiologia celular del
hospedador o que protegen a la bacteria de sistemas antimicrobianos del mismo. Estos genes
pueden estar aislados, formando pequefias agrupaciones (islotes) y/o en agrupaciones

mayores, llamadas islas de patogenicidad (PI) @,

3.2.1.1 Islas de patogenicidad

Las islas de patogenicidad de Salmonella (SPIs) son definidas como largas
agrupaciones de genes dentro del cromosoma bacteriano, que codifican para determinantes
responsables de establecer las interacciones especificas con el hospedador y que son

necesarios para la expresion de la virulencia bacteriana en un modelo animal 3.

Han sido identificadas un total de cinco islas de patogenicidad. En concreto, SPI-1 es
activa cuando la bacteria es extracelular, ya que contiene genes para la invasién de células
no fagociticas del hospedador y es necesaria para que se produzca la infeccién intestinal.
SPI-2 se relaciona con la capacidad de las bacterias de sobrevivir en el interior de los
macrofagos, y de este modo colonizar los tejidos internos, siendo necesaria para crear un
nicho intracelular estable y permisivo, denominado Salmonella-containing vacuoles (SCV) y,
por lo tanto, se requiere para la patogénesis intracelular @4 @9,

Tanto SPI-1 como SPI-2 codifican sistemas de secrecién de proteinas tipo lll, sin embargo,
no son iguales los sistemas ni tampoco lo son los productos que traslocan de un lado a otro

de la membrana 4 25,

Es posible que muchos de los genes codificados por las islas SPI-3, SPI-4 y SPI-5
estén relacionados con las anteriores, ya que, si son desactivados, S. Typhimurium podria
perder varias de sus caracteristicas virulentas y esto podria relacionarse con la pérdida de

selectividad en sus hospedadores dentro de estos serotipos 2,



3.2.1.2 Plasmidos

Los plasmidos son elementos genéticos extra-cromosomicos que tienen la capacidad
de replicarse de forma autonoma. Codifican funciones de resistencia a antimicrobianos, y
virulencia, entre otros. A pesar de no ser esenciales para la célula, aportan una ventaja

selectiva en determinados ambientes 9.

pSLT es un plasmido presente exclusivamente en S. Typhimurium con un tamafio de
94 kb. Presenta una region de 8 kb altamente conservada, denominada spv (Salmonella
plasmid virulence), formada por cinco genes, designados spvRABCD, que juega un papel
clave en la patogenicidad, ya que se ha observado que la incorporacién de spvRABCD en
cepas que han perdido el plasmido pSLT restaura su capacidad virulenta 3,

3.3 Biofilm

3.3.1 Generalidades

Las bacterias pueden encontrarse en dos posibles estados: planctdnico (en
suspension) o adheridas a la superficie formando biofilms. El 99 % de todas las células
bacterianas existen en forma de biofilms, de hecho constituyen el estado habitual de las
bacterias en la mayoria de los ecosistemas naturales ?”, mientras que sélo 1 % vive en estado

planctonico @®. El 80 % de todas las infecciones bacterianas estan relacionadas con biofilms
(29)

Los biofilms o biopeliculas se definen como comunidades de células bacterianas
estructuradas, encapsuladas en una matriz polimérica auto-producida que se pueden adherir
de manera irreversible a superficies inertes o vivas, o entre ellas mismas, y que pueden estar

constituidas por una Unica especie o un gran abanico de especies microbianas diferentes @2,

La formacion de dichos biofilms es una estrategia adaptativa de los microorganismos,
ya que el crecimiento en su interior ofrece ventajas importantes: protege a los
microorganismos de la accion de los agentes adversos, incrementa la disponibilidad de
nutrientes para su crecimiento, facilita el aprovechamiento del agua reduciendo por tanto la
posibilidad de deshidratacion y posibilita la transferencia de material genético 9. Todo ello
conlleva a un aumento de la capacidad de supervivencia de las bacterias, ya que los métodos
habituales de desinfeccidbn o el uso de antibiéticos a menudo son ineficaces contra las

bacterias del biofilm G2,



3.3.2 Composicion del biofilm

El componente mayoritario es el agua, que puede representar hasta un 97 % del
contenido total. Ademas del agua y de las células bacterianas, la matriz extracelular del biofilm
donde se encuentran dichas células, es un complejo formado principalmente por
exopolisacaridos conocidos como Extracellular Polymeric Substances (EPS) @V, siendo el
mas comun la celulosa, y en menor medida por otras macromoléculas como proteinas, ADN

y diversos productos procedentes de la lisis bacteriana 2,

Proceso de formacién

Las células inicialmente se unen a superficies bidticas o abibticas de forma reversible
mediante interacciones como pueden ser fuerzas electrostaticas débiles, interacciones
hidrofébicas o fuerzas de Van der Waal's. Posteriormente sucede la modificacién de la
expresion génica y comienza el crecimiento del biofilm, con una unién irreversible de las
células mediante estructuras de unién hidrofébica como fimbrias, flagelos, proteinas de

adhesion y/o lipopolisacaridos ©2).

El proceso de formacién de biofilms depende de las interacciones entre las células
bacterianas (forma microbiana, composicion molecular, presencia de flagelos, fimbrias,
cépsula o EPS), la superficie de unién (quimica, topografica y fisicoquimica) y las condiciones
ambientales (pH, disponibilidad de nutrientes, temperatura, tensién de oxigeno, osmolaridad
y niveles de hierro) 4. La temperatura es uno de los factores mas importantes que influyen

en la capacidad de formar biofilms.

Este proceso esti altamente controlado y regulado a nivel genético y por sefales
ambientales, que veremos a continuacién. Pero debemos destacar que en los biofilms las
bacterias viven, cooperan y se comunican a través de sefales quorum sensing (QS) que
regulan la expresién de genes de manera diferente en las distintas partes de la comunidad
(27)_

El QS por lo tanto es un mecanismo de comunicacion entre células mediante el cual
las bacterias son capaces de saber cuantas son a través de la produccién y deteccién de la
acumulacion de una molécula de sefalizacion, denominada autoinductor, que secretan a su
entorno y asi pueden conocer el momento en el que deben actuar para desarrollar sus
funciones de la forma mas eficaz. En bacterias Gram negativas el principal autoinductor es la

acil-homoserina lactona. Cuando en el medio extracelular se acumula una cantidad suficiente
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del autoinductor, se induce la expresion de una serie de genes que genera un cambio

coordinado en el comportamiento del grupo bacteriano @,

3.3.3 Biofilms en Salmonella

Las caracteristicas generales de la formacién de biofilm se aplican a todos los
microorganismos, incluido el género Salmonella. Esta bacteria tiene un ciclo de vida en el cual
la colonizacién se alterna con periodos de supervivencia fuera del hliesped ©. Por lo tanto,
para sobrevivir en este entorno han desarrollado varios mecanismos, incluyendo la adherencia

a superficies y la formacion de biofilms @2,

Varios informes han demostrado la habilidad de las cepas de Salmonella para formar
biofilms tanto en superficies abiodticas (plastico, cemento, vidrio, caucho y acero inoxidable,
las cuales se encuentran comdnmente en granjas, mataderos, cocinas, industrias
procesadoras de alimentos y aseos), como en superficies bidticas (superficies de plantas,
células epiteliales y calculos biliares) ??. Esta capacidad de formar biofilms supone un

importante riesgo para la salud publica.

La formacion de biofilms en Salmonella esta asociada con una variedad de genes y
operones como: bcsABZC-bcsEFG, csgBAC-csgDEFG, bapBCD, yihU-yshA e yihvw @2 que

estudiaremos posteriormente.

3.3.3.1 Principales constituyentes de la matriz extracelular de biofilm en Salmonella

Los principales constituyentes de la matriz extracelular del biofilm de Salmonella son
la celulosa, fimbrias agregantes delgadas (también denominadas curli o Tafi), proteinas

asociadas al biofilm (Bap), LPS y ADN extracelular 5

- La celulosa (polimero 3-1-4-D-glucosa), es una importante EPS que se entreteje con
otros componentes extracelulares formando estructuras tridimensionales, para conferir
adhesion a las superficies y promover las interacciones célula-célula y proteger las
células del entorno desfavorable. Su sintesis requiere genes codificados en los
operones bcsABZC-bcsEFG (2,

- Las fimbrias curli o tafi, son estructuras proteicas de tipo amiloide, estan codificadas

por los operones csgBAC-csgDEFG vy estan involucradas en la adhesion superficial,
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agregacion celular, persistencia en el medio ambiente, produccion de biofilms, y en la
adhesion e invasion de la célula huésped ©7.

- La proteina BapA es esencial para la agregacion bacteriana y la posterior formacion
del biofilm en la interfaz aire/liquido en medio LB (Luria-Bertani) ©®®. Esta codificada
por bapA y es secretada a la superficie celular por un sistema de secrecion de tipo |
genéticamente ligado al operén bapABCD ©9,

Las estructuras mas estudiadas son las fimbrias curli y la celulosa. Estas estructuras
son ademas los componentes mas importantes en el morfotipo RDAR (red, dry and rough)
formado durante el crecimiento en placas de agar que contienen el colorante rojo congo (CR,
congo red). Este morfotipo esta relacionado con el comportamiento multicelular y por lo tanto
con la capacidad de formacion de biofilm ©%, suele expresarse Gnicamente en condiciones
ambientales especificas, temperatura inferior a 30 °C y en placas de agar que contienen el
colorante CR en un medio rico pero sin sal 0 a una temperatura de 37 °C en el caso de medios

empobrecidos en hierro 2.

3.3.3.2 Regulacién de la formacion de biofilms en Salmonella

Como hemos mencionado anteriormente, el proceso de formacion de biofilm esta
regulado por diversos factores ambientales como temperatura, pH, nutrientes e inanicion,

tension de oxigeno, osmolaridad y niveles de hierro 4.

Numerosos estudios han revelado que multiples reguladores transcripcionales a través
de diferentes mecanismos moleculares transducen sefales desde el medio ambiente
extracelular a un regulador transcripcional de la superfamilia LuxR, CsgD (anteriormente
conocido como AgfD (thin aggregative fimbriae gene D)) “? 22 codificado en el gen csgD (curli
subunit gene D) “Y, que constituye el principal regulador de este proceso ya que activa la

sintesis de biofilm mediante la produccion de curliy celulosa “V (Fig. 3).

Por lo tanto, CsgD regula la produccién de curli mediante su unién en estado no
fosforilado al promotor del operon csgBAC “?, que codifica la subunidad mayor CsgA asi
como la proteina CsgB. También regula la sintesis de celulosa, mediante el control de la
expresion de la diguanilato ciclasa AdrA que cataliza la sintesis de diguanosil monofosfato
ciclico (c-di-GMP). A nivel post-transcripcional, c-di-GMP controla la actividad de varias

sintetasas de celulosa incluyendo BcsA “9).
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La sintesis de c-di-GMP se produce a través de las enzimas diguanilato ciclasa (DGC),
qgue contienen el dominio GGDEF, mientras que la degradacion se produce a través de las
enzimas fosfodiesterasas (PDE) con dominios EAL o HD-GYP @4, La delecion de las DGC,
elimina completamente la formacién de biofilm, sugiriendo que el c-di-GMP es esencial para
este proceso bacteriano “%.

La expresion del gen bapA, parte del operon bapABCD responsable de la sintesis y
exportacion de BapA, también esta regulada por CsgD 2,

Interaccién de CsgD v otros requladores de la formacién de biofilm en Salmonella

La regién intergénica entre los operones csgBAC y csgDEFG, actia como un centro
para integrar distintas sefiales ambientales proporcionando sitios de unién con mdltiples

factores de transcripcion como OmpR, IHF, H-NS, RpoS y MIrA @2 1),

- OmpR, es una proteina reguladora del sistema de dos componentes EnvZ/OmpR, es
fosforilada en respuesta a estimulos ambientales como la osmolaridad y el pH y se
une al promotor de csgD para estimular su expresion “9,

- IHF es una proteina que se une a secuencias del promotor csgD promoviendo su
activacion y/o represion “7.

- H-NS, es una proteina estructural del ADN gue responde a una amplia gama de
estimulos ambientales y se une preferentemente a sitios ricos en A-T en la regién
intergénica csgBAC- csgDEFG y tiene efectos sobre la expresion de csgD @,

- MIrA, actia especificamente sobre la transcripcion del operon csgDEFG en respuesta
a iones metalicos.Su expresion esta regulada por RpoS,y se une aguas arriba del
promotor csgD e induce la transcripcion del gen csgD @9,

- Al entrar en fase estacionaria de crecimiento, RpoS se une a la ARN polimerasa
iniciando la transcripcién del gen csgD “9. La actividad del complejo RpoS-ARN
polimerasa se ve favorecida por una proteina de unién al ADN conocida como Crl, la
cual también se acumula en fase estacionaria. Crl es mas estable a bajas temperaturas
(28 °C) que a altas temperaturas (37 °C), por ello Salmonella forma biofilms a 28 °C,

indicando que Crl sirve como un sensor de temperatura en dicha formacion ?2,
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Figura 3: Regulacion de la formacién de biofilm de Salmonella por CsgD. Estimulos ambientales como temperatura,
nutrientes, oxigeno, osmolaridad, y pH también intervienen en la formacion de biofilm y su composicion (Liu y col.,
2014).

3.3.4 Evaluacion de la capacidad de formacién de biofilms por Salmonella

La formacion de biofilms es importante tanto para la supervivencia como para la
dispersion de Salmonella ya que es resistente a desinfectantes, estrés medioambiental y al
sistema inmune del hospedador. Ademas, la dispersion de las bacterias en el medio ambiente
por la rotura de estas estructuras marca la etapa final del ciclo de vida del biofilm
contribuyendo a la dispersion bioldgica, supervivencia bacteriana y dispersion de la
enfermedad ®?. Por lo tanto, esto supone un gran problema de salud publica, por lo que sera
necesario evaluar la capacidad que posee Salmonella para formar estos biofilms, para

posteriormente poder desarrollar estrategias eficaces para evitar su formacion ©b.

Numerosos estudios han demostrado que Salmonella puede adherirse sobre
alimentos y superficies presentes en la industria alimentaria. Una vez adherida, Salmonella
puede producir fimbrias curli y celulosa, siendo éstas indicadores significativos de la formacion

de biofilms 2,

Para evaluar la formacion de biofilms de las cepas de Salmonella existen diferentes
metodologias y el uso de cada una de ellas nos permite poner de manifiesto qué estructuras
estan implicadas en dicho proceso. En este trabajo han sido seleccionadas las técnicas mas

referenciadas en la bibliografia las cuales seran descritas a continuacion.
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3.3.4.1 Clasificacion de morfotipos

Para estudiar la produccién de curli y celulosa de las cepas de Salmonella se sigue la
metodologia descrita por Romling y col., 2003 “9. Las bacterias se siembran sobre placas de
agar LB (Luria-Bertani) sin NaCl suplementado con el colorante Rojo Congo por su gran
afinidad por la celulosa y las fimbrias curli, las cuales se asocian a la produccion de biofilm
(22 posteriormente la produccion de fimbrias curliy celulosa se evalta mediante fluorescencia
bajo luz UV (366 nm) y se realiza un registro fotogréafico de la morfologia de las colonias de

Salmonella en presencia del colorante. La clasificacion se realiza segun Romling y col.,2000
(52)-

- RDAR: fenotipo rojo, seco y rugoso. Expresa curli y celulosa.
- PDAR: fenotipo rosa y liso. Expresa celulosa pero no curli.
- BDAR: fenotipo marrén, seco y rugoso. Expresa curli pero no celulosa.

- SAW: fenotipo blanco y suave. No expresa curli ni celuosa.

Se ha demostrado que el fenotipo RDAR aumenta la resistencia de Salmonella a la
desecacion, ya que logran sobrevivir durante varios meses en ausencia de nutrientes en
comparacion con los mutantes deficientes en fimbrias curli y/o celulosa 2. Ademas, la

celulosa confiere mayor resistencia al tratamiento con hipoclorito de sodio.

En este sentido, la determinacion del morfotipo RDAR debe complementarse con el
estudio de unién de la celulosa a calcofluor que permite determinar mas especificamente la
produccion de celulosa. En algunos casos la biosintesis de celulosa es independiente
(parcialmente) de la expresion del gen csgD que regula la expresion de curli y celulosa

pudiendo encontrarse colonias SAW fluorescentes con calcofluor ¢4,

3.3.4.2 Determinacion de la produccion de celulosa en calcofluor

Para determinar cualitativamente la produccion de celulosa presente en la matriz del
biofilm de Salmonella se puede utilizar la técnica descrita por Zogaj y col., 2001 ®°, Las cepas
de Salmonella se incuban sobre placas Petri que contienen agar LB sin NaCl suplementado

con calcofluor.

El calcofluor es un fluoruro que se une a las fibras de celulosa y por lo tanto puede
usarse para determinar la presencia de este polisacarido en la matriz de los biofilms de

Salmonella.
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La produccion de celulosa se evalia mediante la comparacion de fluorescencia de las
cepas de Salmonella bajo luz UV (366 nm) y se realiza un registro fotografico, clasificandose

de la misma manera que en el apartado anterior.

3.3.4.3 Capacidad de formacién de biofilm en microplacas de poliestireno en distintas

condiciones de crecimiento

El objetivo de esta técnica consiste en determinar la capacidad de formaciéon de
biofilms de los distintos serotipos de Salmonella en distintas condiciones de crecimiento sobre
microplacas de poliestireno. Para cuantificar dicha formacién se usa la técnica de tincion con
cristal violeta y posteriormente se realiza un analisis mediante espectrofotometria. Es una
metodologia ampliamente utilizada, ya que permite realizar un analisis simple y rapido de la
capacidad de formacion de biofilm en una amplia variedad de condiciones de cultivo ©,
permitiendo variar la temperatura, el tiempo de incubacién y la concentracion del medio de

cultivo.

La temperatura tiene una gran influencia sobre la formacion de biofilms por ello se
suelen seleccionar tres o cuatro temperaturas para evaluar el efecto de dicha termperatura
sobre la formacion de biofilms de Salmonella: 37 °C es la temperatura dptima de crecimiento
de Salmonella ??, 28 °C es la temperatura 6ptima para la expresion de los componentes de
la matriz extracelular ?? y 20 °C es una temperatura que podria representar el ambiente en

granjas avicolas.

Se ha demostrado que la expresion de fimbrias curli y celulosa en S. Typhimurium es
dependiente de la temperatura, produciéndose a temperaturas inferiores a 30 °C
(especialmente entre 25 °C y 28 °C), pero no a 37 °C 7, Esta caracteristica podria explicar el
hecho de que algunas cepas no produzcan biofilm a 37 °C pero adquieran esa capacidad a
28 °C.

La variacién en el tiempo de incubacién también influye en la formacién de biofilms, ya
gue en la fase estacionaria de crecimiento, la disminucién del nitrégeno y del fésforo inducen
la expresion de csgD y por lo tanto la formacion de biofilm 7. Esto podria explicar que la
formacion de biofilm sea mayor a las 48 horas que a las 24 horas y en condiciones de menor

disponibilidad de nutrientes.
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La composicion del medio de cultivo en el cual crecen las bacterias también posee una
gran influencia sobre la formacion de biofiims de Salmonella ®®. La formacion y adherencia
del biofilm no ocurre por el mismo mecanismo en los diferentes medios, ya que las cepas usan
distintas estrategias y expresan diferentes genes promotores de biofilm en funcién de los
recursos ambientales disponibles ©®. Esto implica que las condiciones ambientales, definen
el tipo de biofilm que forma Salmonella. El biofilm formado se cuantifica mediante diferentes

técnicas, a continuacion, estudiaremos las mas frecuentes:

Cuantificacion por tinciéon con cristal violeta

La formacion de biolfims se cuantifica mediante tincion con cristal violeta, un colorante
basico que se une a moléculas cargadas negativamente, tifiendo tanto a las bacterias
adheridas a la placa como a la matriz extracelular. Como control negativo se usa un medio sin
inocular con Salmonella en las mismas condiciones ensayadas. Para poder clasificar las
cepas de Salmonella se usa el criterio descrito por Stepanovic y col., 2004 9 basado en la
medida de la densidad 6ptica (DO) mediante espectrofotometria a 595 nm (aunque varia
segun los autores) donde el valor de la densidad dptica de corte (DOcorte) a 595 nm se definio
como 3 desviaciones estandar por encima del promedio de DO control negativo (medio sin

inocular). Segun este criterio, las cepas se clasifican como:

Tabla 2. Clasificaciéon de las cepas de Salmonella, segun su capacidad de formaciéon de biofilms, tras su tincién
con cristal violeta mediante la medida de su densidad Optica por espectrofotometria.

Valor de DO Formacién de biofilm
DO < DOcorte NO FORMA
DOcorte< DO < 2 x DOcorte DEBIL
2x DOcorte <DO <4 x DOcorte | MODERADA
4x DOcorte < DO FUERTE

Entre las ventajas que presenta este método podemos destacar su versatilidad, al
poder ser utilizado con gran nimero de microorganismos y el alto rendimiento, que permite la

combinacion de muchas condiciones diferentes simultaneamente.

Entre sus limitaciones hay que recalcar que, debido a la naturaleza inespecifica del
cristal violeta, esta prueba es incapaz de diferenciar entre microorganismos cuando las
comunidades son polimicrobianas. Otro inconveniente es la falta de reproducibilidad, y a pesar
de tener un uso generalizado, hay una amplia variedad de protocolos de tincion que dificulta

la comparacion de resultados entre los distintos estudios 9.
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Cuantificacion por recuento en placa

El biofilm de Salmonella desarrollado en placas de poliestireno también puede ser
cuantificado mediante el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC/mL). Esta

técnica es la mas usada para determinar la viabilidad celular ¢,

3.3.4.4 Capacidad de formacién de biofilms sobre distintas superficies

En la industria alimentaria, Salmonella puede formar biofilms y persistir frente a los
distintos métodos de limpieza y desinfeccion de las distintas superficies, generando
contaminacion. El vidrio y el acero inoxidable son considerados materiales hidréfilos mientras

que el plastico (poliestireno) es hidr6fobo €.

Para evaluar la interaccién de las cepas de Salmonella sobre distintas superficies se
evalla la formacion de biofilm sobre placas de vidrio y acero inoxidable ya que por ejemplo el
acero inoxidable es la superficie mas usada para el procesamiento de animales ®? vy se
compara con los resultados obtenidos en el apartado anterior, ya que los materiales plasticos

son ampliamente utilizados en la industria alimentaria.

El biofilm formado sobre un medio de crecimiento LB se cuantifica por tincién con cristal
violeta y posterior medida de la densidad 6ptica (DO) mediante espectrofotometria a 595 hm
al igual que en el apartado anterior. Se aplican distintas condiciones de temperatura de

incubacién, pH y concentracion de NaCl. Como control se usa medio LB sin inocular.

Dantas y col., 2018 3 y Steenackers y col., 2012 @2 han demostrado que la formacién
de biofilms de Salmonella es mayor en superficies hidréfobas (placas de poliestireno) que en

superficies hidroéfilas.

3.3.4.5 Formacién de biofilms en la superficie aire-liquido en tubo

La formacion de biofilm se puede detectar por la capacidad de formar un pelicula
flotante en la interfaz aire-liquido, ya que Salmonella segun las condiciones medioambientales
puede formar un biofilm en el fondo del pocillo o en la parte superior del mismo, en la interfaz
aire-liquido. Este proceso requiere la expresion de fimbrias curli ??, celulosa ?? y la secrecion

de proteina BapA ©9.
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Para estudiar la capacidad de formacion de biofimls puede realizarse en un medio ATM
(medio deficiente en nutrientes) y 37 °C o en un medio LB (rico en nutrientes) y a temperatura
ambiente. Posteriormente se recoge una parte de la colonia y se tifie con cristal violeta para
posteriormente visualizarla al microscopio 6ptico (100X) observandose asi los distintos
morfotipos previamente descritos en el apartado 3.3.4.1.

4 CONCLUSIONES

- Los serotipos mas frecuentes de Salmonella que generan salmonelosis en humanos
son S. Typhimurium, S. Enteritidis y en algunos estudios la variante monofasica S.
4,[5],12:i:-. El conocimiento detallado sobre cémo se forman y se dispersan los biofilms
de esta variante monofasica podria permitir el disefio de estrategias de prevencion
para evitar la contaminacion microbiana por esta variante y controlar el consiguiente
problema de salud publica.

- El estudio de la capacidad de formacion de biofilms de Salmonella en microplacas de
poliestireno en distintas condiciones de crecimiento es la técnica mas descrita en la
literatura, ya que permite cuantificar rapidamente la capacidad que posee un
microorganismo de formar biofilm en una amplia variedad de condiciones cultivo,
habida cuenta que la formacién y adherencia del biofilm no ocurre por el mismo
mecanismo en los diferentes medios. Las cepas utilizan diferentes estrategias y
expresan diferentes genes promotores de biofilm en funcion de los recursos
ambientales disponibles.

- La formacion de biofilms de Salmonella en superficies de contacto con alimentos es
una de las mayores preocupaciones en seguridad alimentaria debido a la
contaminacién cruzada que generan de la formacién de biofilms. Los distintos
materiales pueden tener diferente impacto sobre la adhesion y posterior formacion de
biofilm de Salmonella. De este modo, la relacién entre las propiedades de superficie

de las bacterias y la produccion de biofilm debe ser analizada caso por caso.
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