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Introduccion

Los microorganismos patdgenos del género Salmonella pueden invadir células
epiteliales por medio de la translocacion de un conjunto especializado de
efectores. La translocacion de estos efectores se realiza por medio de un
sofisticado mecanismo de exportacion llamado sistema de secrecion tipo 3
(T3SS). La regulacion de los genes presentes en la SPI-1 involucra diversos
estimulos ambientales y reguladores transcripcionales que interactian en redes
complejas. Tomando en cuenta que los cambios ambientales, como la
osmolaridad, el pH y la tension de oxigeno, influyen en la expresion de genes de la
SPI-1, en este trabajo se evaluara la participacion del indol, un metabolito
secundario del triptéfano, en la regulacion de los genes de esta isla en Salmonella
enterica. El objetivo central es establecer si la respuesta metabdlica a la presencia
de indol en condiciones limitadas de aminoacidos regula la expresion de los genes

de la isla de patogenicidad I.

Justificacion.

En varios de los microorganismos patdgenos, la virulencia es el resultado de un
proceso multifactorial que requiere al menos dos componentes genéticos generales.
Uno de ellos codifica los elementos necesarios en los procesos metabdlicos y
fisiolégicos, requeridos para la sobrevivencia del microorganismo; estos elementos
se encuentran en todas las bacterias patdégenas y no patdgenas. El otro componente
comprende genes especificos que codifican toxinas, adhesinas, invasinas y otros
factores responsables de la virulencia, razén por la cual se les ha llamado genes de
virulencia y teéricamente se encuentran sélo presentes en las bacterias patégenas.
Los mecanismos de patogenicidad de bacterias les permiten superar las defensas
de un hospedero, por esta razén estos mecanismos son en la actualidad objeto de
estudio. Comprender los mecanismos es necesario para desarrollar metodologias
novedosas para su control. En opinion de W. Ivan Morrison, director adjunto del
Institute of Animal Health, Immunology and Pathology y consultor del IFPRI (Grupo
Consultivo sobre Investigaciones Agricolas Internacionales) "los adelantos en
biotecnologia solamente pueden explotarse debidamente si se entienden las

caracteristicas biologicas de los agentes patdgenos escogidos como objetivo y las



enfermedades que causan”. En este trabajo se evalua la participacion del indol en la
regulacion de la expresion de genes de virulencia en microorganismos del género
Salmonella spp. En este aspecto existen varias cuestiones por definir, practicamente
como interactdan los procesos metabdlicos basicos de una bacteria y la expresion
de factores de virulencia. Como se ha mencionado estos dos componentes son
importantes para el desarrollo de la enfermedad y por lo tanto su accién coordinada
es importante. Al respecto se puede cuestionar si la deficiencia de aminoacidos son
un factor determinante en la expresion de genes de virulencia, o si la presencia de
indol estimula la virulencia al complementar esta deficiencia, si es asi, este
metabolito promoveria el crecimiento del microorganismo. Sin embargo, esto podria
estar regulado de manera distinta en funcion de las concentraciones de glucosa en
el medio, como fuente de energia. En este trabajo se evaluaran estas condiciones y
se establecerd su relacion con la expresion de los genes de la isla de patogenicidad
l.



Marco Teérico

Salmonella es una bacteria Gram negativa, con forma de bacilo, anaerobia
facultativa, pertenece a la familia Enterobacteriaceae, no producen esporas. Es un
quimioorganotrofo, lo que significa que obtiene energia de la oxidacion de los
compuestos organicos reducidos, descompone la glucosa para producir hidrogeno
y diéxido de carbono y los nitratos se reducen a nitritos. La mayoria de los
miembros del género son moéviles mediante flagelos peritricos. (Oludairo et al.,
2022; Jajere, 2019; Naushad et al., 2023). Se han descrito solo dos especies:
Salmonella entérica y Salmonella bongori. A su vez, S. enterica se divide en seis
subespecies: S. entérica ssp. entérica (1), S. enterica ssp. salame (ll), S. enterica
ssp. arizona (llla), S. enterica ssp. diarizonae (lllb), S. enterica ssp. houtenae (1V), y
S. enterica ssp. indica. En S. entérica se han descrito 2,600 serovariedades con
base a las diferencias en sus estructuras flagelares (antigeno H) y su

lipopolisacéarido (antigeno O) (Jajere, 2019; dos Santos et al., 2019).

Las infecciones producidas por S. enterica se pueden dividir en tres tipos: Fiebre
tifoidea, causada por S. Typhi; fiebre entérica, causada por S. Paratyphi A, By C;y
enterocolitis o salmonelosis producidas por otros serotipos (dos Santos et al.,
2018). La serotipificaciéon de Salmonella se basa en la variabilidad antigénica de
lipopolisacéridos, proteinas flagelares y capsulares, como ya se mencioné (Jajere,
2019; Sun et al., 2019). Los lipopolisacéaridos junto con la porcion lipidica de la
pared celular contienen la endotoxina que es responsable de los efectos bioldgicos
de las bacterias (Oludairo et al., 2022), Las infecciones por Salmonella typhi
pueden causar fiebre, hepatomegalia, esplenomegalia y bacteremia. En el proceso
de la enfermedad, las bacterias se diseminan a la vesicula biliar, el higado y el
bazo (Li, 2022).

Para este microorganismo su patogenicidad esta estrechamente relacionada con
sus factores de virulencia, que incluye la formacion de biopeliculas, la motilidad
mediada por flagelos, adhesion e invasion y el sistema de secrecion tipo Il (T3SS)

(zhang et al., 2022); se han reportado distintos genes de virulencia, tales como:



invA, spvC, sopE, sseL entre otros (Naushad et al., 2023). Los genes de virulencia
se ubican en regiones cromosomicas llamadas “islas de patogenicidad” que actuan
como unidades genéticas compactas. Estas regiones muestran una mayor cantidad
de guanina y citosina en comparacion con las otras partes del ADN cromosomal.
De las cinco Islas de patogenicidad de Salmonella enterica (SPI por sus siglas en
inglés “Salmonella pathogenicity islands”), la SPI-1 es la mejor caracterizada, esta
contiene aproximadamente 40 genes, estd ubicado en el centisoma 63 y tiene
caracteristicas genéticas estables. Esta presente en todas las especies de
Salmonella y contiene agrupaciones de genes como inv, spa, sip, prg, org, sit, hil,
sic, spt, spry avr (dos Santos et al., 2018; Naushad et al., 2023; Liu et al., 2023). El

gen invA codifica una proteina estructural del T3SS.

Los genes codificados en SPI-1 son esenciales en la etapa de invasion del epitelio
intestinal, especificamente a los enterocitos, SipABCD y SptP son las principales
proteinas efectoras y se liberan en la célula huésped a través de T3SS-1,
considerado el factor de virulencia mas importante para Salmonella. (dos Santos et
al., 2018; Naushad et al., 2023). SipA es una de las proteinas responsables de la
induccion y el reordenamiento citoesqueleto de las células epiteliales, facilitando la
entrada de bacterias a la célula huésped. La proteina SptP es una fosfotirosina
fosfatasa que, al entrar en las células epiteliales, altera el citoesqueleto de la actina
(dos Santos et al., 2019)

Por otra parte, el colon contiene derivados del triptéfano como el indol, que es una
molécula de sefializacion derivada de la microbiota, es un compuesto aromatico
heterociclico. El indol es sintetizado por la enzima tetramérica triptofanasa, la
enzima que cataliza la conversion de L-triptéfano en indol (también piruvato y
amoniaco) y esta codificado por el gen thaA (Kumar y Sperandio, 2019; Zarkan et.
al.,, 2020). La triptofanasa es una enzima dependiente de fosfato de piridoxal
responsable de hidrolizar tript6fano para formar indol, ademas de piruvato y amonio
(Kim & Park, 2015). La produccion de indol es una caracteristica ampliamente

difundida en el reino bacteriano, alrededor de 85 especies de bacterias, tanto Gram



negativas como Gram positivas, lo producen. Se sabe que el indol juega un papel
importante en las bacterias, como en la formacion de biopelicula, virulencia,
estabilizacion de pladsmidos, formacion de esporas, resistencia a acidos y formacion
de células persistentes (Kim & Park, 2015). Salmonella no alberga tnaA, por lo
tanto esta no produce indol, pero Escherichia coli , al producir indol induce la
expresion del sistema de eflujo de mdltiples farmacos acrAB tolC de Salmonella,
por lo que el indol actia como sefializador en la comunicacién intra como
interespecie (Nikaido et al.,, 2012). Se reporta que Vibrio cholera produce indol
durante la fase de crecimiento estacionario, al igual que Proteus vulgaris,
Providencia spp y Morganella spp. También lo producen bacterias de interés
médico como: Klebsiella oxytoca, Shigella dysenteriae y Enterococcus faecalis, sin
embargo, la mayoria de los estudios se han centrado en la produccion de indol a
partir de E. coli (Castillo, 2023).

Muchas bacterias utilizan diversos sistemas de sefalizacion intercelular, como el
sistema “quérum sensing” (QS). EI QS es un tipo de comunicacién que coordina la
adaptacién bacteriana al ambiente, y es dependiente de la densidad celular. Las
moléculas de sefializaciéon incluyen N-acil-homoserina-lactonas (AHL) en bacterias
Gram negativas, autoinductor 2 (Al-2) e indol, algunas bacterias producen indol en
fase estacionaria (Kim & Park, 2015); en bacterias Gram negativas y positivas,
péptidos sefial en bacterias Gram positivas y otros (Castillo, 2022).
Especificamente en Salmonella sp., el sistema QS incluye a las moléculas
Autounductor (Al)-1, Al-2, Al-3/Epinefrina (Epi)/Noreprinefina (NE), Factores de
sefal difusibles (DFS) e indol (Zhang et. al.,2022) . Algunas de sus funciones defi
QS es contribuir a la virulencia bacteriana al regular la expresién de genes
involucrados en la formacion de biopeliculas, flagelos, T3SS, adhesion e invasion
bacteriana (Zhang et. al.,2022). El QS afecta la biosintesis y el ensamblaje de
fimbrias de pef al regular la expresion del locus rck, estas fimbrias se ensamblan a
diferentes zonas de las células huésped en Salmonella sp (Zhang et. al.,2022,
Quan et. al., 2019).



Algunas especies bacterianas comensales pueden generar Triptofano (Trp) de
novo, sin embargo, su contribucién general de estos microbios a la produccion de
Trp en el tracto intestinal es limitada. El Trp dietético ingresa al tracto intestinal y
alcanza su concentracion relativa mas alta en el colon distal, donde ocurre la mayor
parte del metabolismo proteolitico. La captacion de Trp en el intestino se produce a
través de proteinas del sistema de transporte. Los transportadores que facilitan la
entrada y salida de aminoacidos neutros incluyen proteinas transportadoras de
solutos LAT1-4, BO AT1 y TATL. Las células epiteliales y otras células intestinales
descomponen el Trp en metabolitos para ser utilizados por el tracto gastrointestinal.
Una vez dentro de una célula, el Trp: 1) se recicla para la sintesis de péptidos, 2)
se convierte en aminas que contienen anillos de indol (es decir, 5-HT, melatonina,
N-acetil-5-HT) o 3) se desvia a la via Kyn. Una pequefia cantidad del metabolito Trp
triptamina es producida por huéspedes y microbios intestinales, y puede interactuar
con los receptores AHR y 5-HT. Una pequefia proporcion de Trp (estimada en
alrededor del 5% de la que no se usa para la sintesis de proteinas) se convierte en
serotonina (5-HT) (Grifka et al., 2021).

En las bacterias, el operdn trp esta regulado por la concentracion in vivo de L-Trp.
La unién de L-Trp a la proteina represora trp estabiliza la formacion del complejo
operon trp-represor, que bloguea eficazmente la expresion del operén y, por lo
tanto, interfiere con la sintesis de L-Trp. Cuando la concentraciéon celular de L-Trp
se vuelve demasiado baja para unirse a su represor, este se disocia del operador
trp, desencadenando la expresion de las cinco proteinas responsables de la
sintesis de L-Trp, las cuales son: trpE, trpD, trpC, trpB y trpA. Las enzimas
expresadas por trpA y trpB forman un complejo de enzimas appa que lleva a cabo
los dos ultimos pasos en la sintesis de L-Trp (las reacciones a y B). Este complejo

se denomina triptofano sintasa. (Ghosh et al., 2022).



Objetivo.
General

Establecer el efecto del indol en la expresion de genes de la isla de patogenicidad
| en Salmonella Typhi cepa CT18.

Especificos.

- Determinar el efecto en el crecimiento de Salmonella Typhi CT18 de tres
concentraciones de indol en tres concentraciones de glucosa en el medio
M9.

- Evaluar la modificacion en la expresion de genes de la Isla de
patogenicidad | en Salmonella Typhi CT18 en concentracion 6ptimas de
indol y glucosa mediante la técnica de microarreglos.

- Evaluar los resultados obtenidos y establecer los efectos de la adicion de

indol.

Metas.

1. Establecer las concentraciones de indol y glucosa que modifican la
expresion de genes de la isla de Patogenicidad I.

2. Escritura de un informe final.

Métodos y disefio experimental.

Este trabajo es un estudio experimental comparativo con variables independientes y
dependientes. Basicamente consiste en contrastar los niveles de expresion de los
genes de la isla de patogenicidad I (IP-1), en Salmonella enterica Typhimurium 13311
expuesta a diferentes concentraciones de indol durante su crecimiento. El objetivo
central es analizar, si la presencia de indol modifica la expresiéon del gene invA, con
el fin de evaluar su participacion en la regulacion de la virulencia en condiciones de
metabolismo limitante por fuentes de carbono y aminoacidos, lo cual se ha
considerado una condicién que estimula los genes de la IP-I. En un primer ensayo

se analizo la curva de crecimiento de S. enterica Typhimurium en medio M9
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suplementado con Medio minimo Eagle y Luria Bertanni, adicionado con tres
concentraciones diferentes indol (0, 1, 2 y 3 mM). Posteriormente, bajo la condicion
donde la adicion de indol no afect6 el crecimiento de S. Typhimurium, se evaluo la
expresion de los genes de la IP-I, mediante un ensayo de RT-PCR con el gen invA.
Los resultados obtenidos se utilizaron para establecer si bajo condiciones limitantes
de triptofano en el medio se favorece el empleo del indol para transformarlo en
triptéfano, y si esta actividad regula de manera distinta los genes ubicados en la isla
de patogenicidad I. El trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Microbiologia
Agropecuaria del Departamento de Produccion Agricola y Animal (LMA-DPAA), de la

Universidad Auténoma Metropolitana - Unidad Xochimilco.

Cepas y condiciones de crecimiento. Se emple6 una cepa de Salmonella entérica
Typhimurium 13311. Para establecer las variaciones en la expresion de los genes de
interés, las cepas fueron crecidas primeramente en medio LB y después en medio
M9 (medio de induccidn) a 37°C con agitacion (100 rpm), para el enriquecimiento se
emplearon los medios MEM (Minimum Essential Medium Eagle Modified, Sigma-
Aldrich) y LB (Luria Bertanni). Las concentraciones de indol (Sigma-Aldrich)

empleadas en este trabajo fueron 0, 1, 2 y 3 mM.

Cinéticas de crecimiento. En las condiciones previamente descritas se realizdé una
cinética de crecimiento de 5 horas de duracién. Cada hora se midi6 la densidad
Optica a una longitud de onda de 595 nm. Las lecturas fueron empleadas para
establecer la concentracién de indol que no afectara el crecimiento de Salmonella

enterica Typhimurium 13311. Este ensayo se realizd por quintuplicado.

Extraccion de ADN de los cultivos bacterianos.

Las bacterias fueron lisadas con solucion de lisis total. El lisado se colocé en
microtubos de 15ml y se le adicionaron 30ul de una suspension de particulas de
silica. EI ADN unido a las particulas de silica fue lavado con etanol al 70% vy
acetona. Finalmente, el ADN se recuperd en 20ul de soluciéon TE. ElI ADN obtenido
fue visualizado en un gel de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio para

verificar su calidad y cantidad (Imagen 1). A partir de esto el ADN se cuantificdé con
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un nanodrop marca Thermo Scientific, para evaluar cuanto se debia diluir para su

posterior uso en PCR punto final.

Extraccion de ARN de los cultivos bacterianos. Salmonella entérica Typhi 13311
fue crecida en la concentracion de indol que alter6 en menor proporcion su curva de
crecimiento. Bajo esta condicion de induccién se mantuvo el cultivo por 5 horas a
37°C con agitacion (100 rpm). Posteriormente, los cultivos fueron centrifugados a
4500 RPM por 20 minutos, para recuperar la biomasa. Para la recuperacion de ARN
se empled TRIZOL siguiendo los procedimientos establecidos por el fabricante. El
ARN recuperado se suspendi6é con 30ul de agua DEPC y se evalué su integridad en
geles de agarosa teflidos con bromuro de etidio.

RT-PCR. Se empled6 un RT-PCR para evaluar la expresion del gen invA (que se
ubica dentro de la SPI-1), empleando el gen rrSal como gene normalizador. Para
medir la expresion de genes, se utilizaron los siguientes iniciadores de invA que
mide 225 pb invA225-F  (5"-CTTTCTCTACTTAACAGTGCTCG-3'),invA225-R (5'-
GAAAGAGCGTGGTAATTAACAG-3’), rrSal que mide 240 pb rrSal240-F (5'-
CCCCAGTCATGAATCACAAAG-3") rrSal240-R (5-CAAAGAGAAGCGACCTCGC-
3’), ompF que mide 187pb ompF187-F (5-ACCGGCGATAGTAAAAATGC-3’) y
ompF187-R (5-ACTTCCGCGTATTTCAAACCC-3"), donde el gen invA es el gen que
se evaluara y pertenece a la SPI-1; el PCR punto final se llevd a cabo con las
siguientes condiciones, desnaturalizacién inicial 30 seg a 95°C, alineacion 30 seg a
55°C, extension 30 seg 72°C.

Andlisis estadisticos. Para establecer si existieron diferencias significativas en las
expresiones del gen invA se realiz6 un ANOVA. Los andlisis estadisticos se llevaron
a cabo en el programa JMP y para el disefio de graficas se ocupé el Adobe Illustrator
10.
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Resultados

Previo a la realizacién de los experimentos planteados en el presente estudio para la
evaluacion de la expresion de genes, la cepa de Salmonella entérica Typhimurium
13311 fue caracterizada mediante distintas pruebas fisiologicas. Los resultados
obtenidos fueron los siguientes: 1) Rojo de metilo positivo, 2) Voges-Proskauer
negativo 3) Citrato positivo, 4) Acido sulfhidrico positivo, 5) Movilidad positiva, 6)

urea positiva 'y 7) TSI reaccion 3.

En un primer ensayo se evalud el crecimiento de Salmonella entérica Typhimurium
13311 en medio LB, con el fin de establecer el patrén de crecimiento de esta cepa
en una condicion de suficiencia nutrimental, para lo cual se realiz6 una cinética de 6
horas con mediciones de absorbancia cada hora. En la primera hora, la densidad
observada fue de Asgs=0.04 y a la hora 5 fue de Asgs=0.106 (Grafica 1), es decir la

densidad se duplicé al menos 4 veces.
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Grafica 1. Cinética de crecimiento de Salmonella entérica
Typhimurium 13311 en medio LB donde en un tiempo de 5 horas
llegd a una fase exponencial con una Asgs=0.106.
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Considerando que el medio M9 podria representar un medio limitativo de crecimiento
para S. Typhimurium, se realizaron cinéticas de crecimiento en este medio
suplementado o no con caldo LB o MEM. Previo a la suplementacion se realizé un
cultivo de 12 horas de S. enterica Typhimurium 13311 en 5 mL de medio M9 (pH 7.2
HCI) suplementado solamente con dextrosa (100 mM) y posteriormente se realizaron
las cinéticas en medio M9 suplementado con dextrosa y con 2% de caldo LB o 2%
MEM. La cinética de crecimiento en la primera condicién (medio M9 con 100 mM de
glucosa) no mostré alguna tasa de crecimiento (Gréafica 2), y la absorbancia s6lo
mostro un ligero incremento a las 7 horas de Asgs=0.061, mostrando con ello que la
adicion de carbohidratos no fue suficiente para permitir el crecimiento de S.
Typhimurium. De igual forma tampoco se observé un crecimiento de la bacteria con
la adicién de indol (1, 2, y 3 mM) al medio M9 con 100 mM de glucosa. Los
resultados obtenidos mostraron que la absorbancia promedio en todas las
concentraciones de indol, incluyendo el control (sin indol) en el tiempo O era de
Asg5=0.035 y culminé en la séptima hora con valores de absorbancia de Asgs=0.048,
(Gréfica 3).
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Grafica 2. Cinética de crecimiento de Salmonella entérica Typhimurium 13311
en medio M9 donde en la hora 1 inicié en un promedio de Asgs=0.035y en la
hora 7 alcanz6 un valor de Asgs=0.061 en el grupo sin indol, para los otros
tratamientos (1, 2, y 3 mM indol) la absorbancia fue menor. Es importante
mencionar en esta parte que el crecimiento obtenido en medio M9 sin indol
(A585=0.061) es menor al observado en medio LB (Asg5=0.121)
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Gréfica 3. Cinética de crecimiento de Salmonella entérica Typhimurium 13311 en medio
M9 adicionado con diferentes concentraciones de indol (OmM, 1mM, 2mM y 3mM),
donde se muestra que la adicidon de indol modifico la cinética, ya que la concentracion
2mM y 3mM se redujo el crecimiento de la bacteria Asgs=0.041 a diferencia del resultado
con la concentracion 1mM, la cual a las 7 horas mostré un crecimiento ligero con un
valor de absorbancia de Asgs=0.051.

Los resultados obtenidos en las cinéticas de crecimiento con S. enterica
Typhimurium en medio M9 suplementado con dextrosa (100 mM) y 2% de medio
MEM o LB (Graficas 4 y 5), mostraron que todas las muestras en el tiempo 1 tenia
un valor promedio de absorbancia de Asgs=0.051, y al final de la cinética a las 5
horas mostraban valores de absorbancia de Asgs=0.086 y Asgs=0.117, para medio
suplementado con MEM y LB respectivamente. El analisis de estos resultados
permitio establecer el efecto positivo de la suplementacién con medio LB, por ello el
ensayo para evaluar la expresion del gen invA se llevo a cabo con la suplementacion
de LB y para la concentracion de indol de decidi6é la concentracion 1mM, debido a
gue bajo esta condicién la diferencia de crecimiento en medio sin indol era minima, a
diferencia de las otras dos concentraciones (2mM y 3mM) que no llegaron a superar
los Asgs=0.100 nm (Gréfica 5).
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Grafica 4. Cinética de crecimiento de S. enterica Typhimurium 13311 en medio M9 adicionado
con MEM con diferentes concentraciones de indol (0, 1, 2 y 3 mM). Se observa que la
absorbancia en medio suplementado con MEM en la concentracion 1mM de indol a las 5
horas fue de Asgs=0.112, es decir existio un aumento con la adicion de MEM en comparacion
con el obtenido con el medio M9 solo (Asss-0.06)
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Grafica 5. Cinética de crecimiento de S. enterica Typhimurium 13311 en medio M9
adicionado con medio LB con diferentes concentraciones de indol (0, 1, 2 y 3 mM).
Bajo esta condicion se observo un mayor crecimiento en comparacion con el medio
MEM, por ejemplo, en la concentracibn 1mM la absorbancia a la hora 7 fue de
Asgs=0.144, la absorbancia para las otras concentraciones no super6 el valor de
Asg5-0.100.



Previo a los ensayos de evaluacion de la expresion de gene invA, se estandarizaron
las condiciones para esta evaluacion, primero se cultivd la cepa S. enterica
Typhimurium en medio LB por 12 horas, y se le extrajo ADN con el método Silica-

Tioscianato (Figura 1).

Figura 1. ADN de S. enterica
Typhimurium 13311 extraido
con el método de Silica-
Tioscianato, en gel de agarosa
al 1%, se puede observar un
DNA integro y sin  RNA
degradado.

El ADN recuperado fue utilizado para amplificar los genes rrSal, invA y ompF, los
productos amplificados fueron observados en geles de agarosa al 1.5% tefidos con
Bromuro de etidio. Los resultados obtenidos muestran una sola banda que
correspondia al tamafio esperado de 240, 225 y 187 pb para rrSal, invA y ompF,

respectivamente (figuras 2 y 3).
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Figura 2. Producto amplificado
correspondiente a un fragmento
de los genes rrSal y ompF, se
observa una sola banda para
cada segmento.

msSal «  ompF

* *

Figura 3. Producto amplificado
que corresponde a un
segmento del gen invA, se
observa una sola banda.

Posteriormente, los productos de amplificados de cada gen fueron purificados y se
diluidos a concentraciones de 10, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001, 0.00001 ng/ul con el fin
de establecer la concentracion minima amplificable. Los resultados obtenidos
muestran que las concentraciones fueron 0.0001, 0.001 y 0.0001 ng/uL para invA,

ompF y rrSal respectivamente. (Figuras 4, 5, y 6).
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Figura 4. Amplificados obtenidos en
PCR punto final con cada una de las
diluciones de producto purificado del
gen rrSal, se puede observar que la
concentracion minima amplificable
fue para estos iniciadores de 0.0001
ng/ul.

Figura 5. Amplificados obtenidos en
PCR punto final con cada una de las
diluciones de producto purificado del
gen ompF, se puede observar que la
concentracion minima amplificable
fue 0.001 ng/ul.

Figura 6. Amplificados obtenidos en
PCR punto final con cada una de las
diluciones de producto purificado del
gen invA, se puede observar que la
concentracion minima amplificable
de 0.0001 ng/ul.
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Posteriormente se midio la eficiencia de cada uno de los genes por medio de PCR
en tiempo real. Se utilizaron las diluciones 1.0, 0.1 y 0.01 ng/ul. Las gréficas 6a, 7a'y
8a, muestran los andlisis de desnaturalizacion, donde se observa que no hubo
produccion de dimeros o amplificaciones inespecificas. Asimismo, se observan
curvas de CT para cada una de estas concentraciones (Grafica 6b, 7b y 8b) y la
relacion lineal entre CT y concentracion de ADN fue cercana al 1 (Grafica 6¢, 7c y
8c).

El andlisis de los valores de CT obtenidos en el ensayo de PCR tiempo real, permitio
establecer la eficiencia de amplificacion de los genes normalizadores (rrSal y ompF)
y el gen invA de la SPI-1, asi como la relacion inversamente proporcional entre los
valores de CT y las concentraciones de 1.0, 0.1 y 0.01 ng/ul. Los valores de CT se
muestran en la tabla 1. Los valores de r* (Tabla 3) para la curva de concentraciones
de productos amplificados de rrSal, ompF e invA el cual fue de 0.98905, 0. 99859 y
0.99949 respectivamente. El analisis de la eficiencia (Tabla 2) mostré que los genes
normalizadores mostraban una eficiencia similar al gene en evaluacion, para la

evaluacion de la expresion del gene invA se seleccion6 como gen normalizador al

gen rrSal.
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Gréfica 6. a. RT-PCR de las diluciones del
gen rrSal, donde se observan un solo pico
de cada una de las diluciones y con su
respectivo control negativo el cual no se
observa el pico de amplificado. b. HRM
donde el eje Y muestra la fluorescencia y el
eje X los ciclos de la reaccion se ve el
amplificado de cada dilucion en una curva
patron con las tres diluciones. c. la curva
estandar de las tres diluciones en el eje Y
se observa la CT y el eje X con las
concentraciones de ADN.
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Grafica 7. a. RT-PCR de las diluciones del gen ompF donde se observan un solo pico de
cada una de las diluciones, con una buena dispersion. b. HRM donde el eje Y muestra la

fluorescencia y el eje X los ciclos de la reaccion se ve el amplificado de cada dilucion en

una curva patrén con las tres diluciones, donde la cuarta reaccién es del control negativo.
c. La curva estandar de las tres diluciones en el eje Y se observa la CT y el eje X de las

concentraciones de ADN.
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Gréfica 8. a. RT-PCR de las diluciones del gen invA, donde se observan un solo pico de
cada una de las diluciones, con su respectivo control negativo que presenta un pico sonde
se ve muy por debajo de los deméas. b. HRM donde el eje Y muestra la fluorescencia y el
eje X los ciclos de la reaccion se ve el amplificado de cada dilucién en una curva patron con
las tres diluciones, donde la cuarta reaccién es del control negativo. c. La curva estandar de
las tres diluciones en el eje Y se observa la CT y el eje X las concentraciones de ADN.

Tabla 1. Resultados de CT de RT-PCR de las diluciones de los genes rrSal, ompF

e invA.
Gene Valores CT
Dilucién ng/ul rrSal ompF invA
1.0 15.66 16.99 15.01
0.1 19.12 20.66 18.69
0.01 2412 24.07 22.67

Se observan los valores de la CT de cada uno de los genes en el analisis de RT-
PCR donde hay una correlacion entre los valores de CT y cada concentracion de

ADN.
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Tabla 2. Valores de la eficiencia de los genes rrSal, ompF e
invA, los cuales mostraron una eficiencia alta.

Gen Eficiencia
rrSal 0.72284
ompF 0.88847
invA 0.82452

Se observan los valores de la eficacia obtenidos de las diferentes concentraciones con los
tres pares de iniciadores para los genes rrSal, ompF e invA.

Tabla 3. Valores de la r? de las curvas patrén de los genes
rrSal, ompF e invA.

Gen Eficiencia
rrSal 0.72284
ompF 0.88847
invA 0.82452

Los valores muestran que los tres curvas tenian coeficientes de correlacion
cercanos a 1.

Para la evaluacion de la expresion del gene invA, primero se extrajo ARN, para lo
cual se crecié la cepa de S. enterica typhimurium en tubos de fondo cénico de 50ml
(20 ml de medio M9 adicionado con 200 pl de caldo LB, con 100 ul de un cultivo de
12 horas de la cepa en Medio M9). Se realizaron tres réplicas tanto del tratamiento
(ImM de indol) y del control (M9), los cultivos se mantuvieron en agitacion a 37°C
por 5 horas, al finalizar el tiempo de incubacion se centrifugo y se le dieron 5 lavados
a la biomasa con TRIS (100mM con pH 6.8), se realizé la extraccibn de ARN con
TRIZOL siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN obtenido fue visualizado

en un gel de agarosa y se mantuvo a -76°C hasta su uso (Figura 7).
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Figura 7. ARN extraido con el protocolo de
Trizol, lado derecho Salmonella typhimurium
tratada con 1mM de indol, lado izquierdo
Salmonella typhimurium crecida en medio M9.

Con el ARN obtenido se realizo la sintesis de cDNA con el kit Jena Bioscience,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se realizé el andlisis de
PCR en tiempo real utilizando 5pl cDNA sintetizado. En la grafica 9 se muestra el
andlisis de desnaturalizacion del ensayo de evaluacion de la expresion del gene
invA. Como se aprecia en esta grafica s6lo se observan dos picos de amplificacion

gue corresponden al gene en evaluacion y su normalizador.
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Grafica 9. RT-PCR de los genes invA y rrSal de Salmonella Typhimurium en M9 con y
sin 1mM de Indol, se observa un solo pico en todos los amplificados de ambos genes, y
los controles negativos no muestran un amplificado.
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Para determinar la expresion del gene invA ubicado en la IP-I, se utilizé el método de
comparacion del ciclo umbral (CT) (Livak y Schmittgen, 2001), utilizando la siguiente

formula:
AACT- (CTJnvA ‘CT,rrSaI)‘(CT,promedio invA 'CT,promedio rrSaI) (Tabla 3)

Los valores obtenidos se muestran en la tabla 4, con los incrementos

correspondientes para cada una de las condiciones evaluadas.

1 2367 2238 23.60 20.74 0.34 M9 1.289 0.904 0.522
2 2363 19.67 2,13
3 2351 2016 1.40
1 16 94 19 37 0.03 Indol 0.029 0.010 0.006
2 16.42 19.06 0.02
3 17.72 19 46 0.04

Tabla 4. Valores de incrementos de CT para los genes invA y rrSal obtenidos en la
RT-PCR. Se comparan los valores de CT para Salmonella typhimurium en medio
M9 solo y adicionado con 1 mM indol. Se observa una diferencia significativa en las
condiciones evaluadas.

El andlisis ANOVA un factor mostré una diferencia significativa en la expresion del
gene invA entre ambos tratamientos, la interpretacién de estos resultados es que el

indol induce una subexpresién del gene invA (Gréfica 11).

Modia(2 delta CT) frente a Tratamiento

' Gréfica 11. Resultados de RT-PCR. Los
datos corresponden a valores medios de tres
réplicas independientes de invA. Las barras
indican la desviacién estandar. Los niveles
de expresidbn de invA se expresaron en
relacion con los medidos en la cepa
Salmonella Typhimurium 1311 cultivada en
M9 sin indol y tratada con 1mM de indol,
donde la adicion de indol si afecta a la
expresion de este gen.
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Discusion

Los resultados obtenidos en el andlisis demuestran una diferencia significativa con
Salmonella typhimurium crecida en M9 y en M9 tratada con indol a 1mM, en esta
condicion se observé una subreexpresion del gene invA, el cual se encuentra
codificado en la la SPI-1. A pesar de que la bacteria fue cultivada en medio M9, el
cual es un medio minimo en nutrientes. Para este medio el aumento en la
concentracion de glucosa no estimuld un mayor crecimiento y S. Typhimurium
mantuvo un crecimiento lento en comparacion con los microorganismos crecidos en
medio LB. Esto puede explicarse porque este medio contiene triptona (digestion
enzimatica de caseina) o peptona (digestion enzimatica de proteinas) y extracto de
levadura (un lisado de Saccharomyces cerevisiae), las cuales proveen de elementos
fundamentales en el crecimiento de microrganismos (Sridhar y Steele, 2016)
(Gréfica 1 y 2) Resultado similares fueron reportados por Yurist et. al., 2016, en su
trabajo estos investigadores evaluaron el crecimiento en un medio minimo como
MOPS (Morpholinepropanesulforic acid) y lo compararon con LB. Los resultados
obtenidos mostraron que el LB produjo una biomasa mayor. Por otro lado, Blair et
al., 2013, compararon el uso de tres medios, utlizaron LB, MOPS y Minimum
essential medium (MEM), de manera similar el crecimiento en medio LB mostré un
mejor resultado. Interesantemente, la expresion de los genes de la SPI-1, en los
microorganismos crecidos en medio MEM y MOPS mostrdé una sobreexpresion en

comparacion con medio LB.

En el trabajo de Sridhar y Steele, 2016, se evalud el crecimiento de Salmonella, en
medio M9 adicionado con casaminodcidos y glucosa (22 mM), en este trabajo la
adicion de casaminoacidos no fue suficiente para estimular el crecimiento de
Salmonella en comparacion con medio LB, de igual forma otros articulos reportan
resultados similares (Blair et al., 2013 y Yurist et. al., 2016). En estos trabajos la
evaluacion de la expresion de los genes de la SPI-I mostraron también que la
adicion de indol al medio de crecimiento induce una subexpresion de los genes de la
SPI-1.

Se puede agregar que aunque el medio LB es mas enriquecido que el medio M9, en
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este tampoco se ha observado una sobreexpresion de genes de virulencia de la SPI-
1, Nikaido et al., 2012 realizaron un ensayo con Salmonella typhimurium donde
crecia en medio LB e indol a 1mM, los resultados mostraron que no se
sobreexpresaba ningun gene de la SPI-1, y aunque hicieron otros ensayos con una
molaridad menor (0.125, 0.25, 0.35, 0.50, 0.75 mM) de indol, no se expresaron estos
genes, sin embargo, observaron la sobreexpresion de algunos genes flagelares en
LB con indol 1mM, también es reportado por Nikaido et al., 2008 donde observaron
la expresion de genes acrAB el cual su expresion depende del gene flagelar ramA, el
cual pertenece familia de activadores transcripcionales. La activacion de RamA se
ha informado que confiere resistencia de Salmonella a medicamentos, ademas se
menciona que indol induce Cuatro Bombas de Eflujo Multifarmaco las cuales

disminuyen la acumulacion celular de farmacos.

Un resultado significativo que se puede observar en la grafica 2 es que el indol
puede ser tdxico en altas concentraciones, para Salmonella typhimurium, Lou et al.,
2019 explican que durante el crecimiento de E. coli entre la fase exponencial y la
fase estacionaria, el indol puede llegar a una concentracion de hasta 60mM, donde
la cantidad de indol intracelular es muy alta y este actiia como ionéforo de protones
y puede inhibir el crecimiento y la division celular; por otro lado en las bacterias que
no producen indol y no lo degradan o metabolizan, el exceso de indol (hasta 60mM),
activan mecanismos de defensa, pero una alta concentracién de indol sigue siendo

toxica e inhibe el crecimiento (Kim & Park, 2015).

Kholi et al., 2018 mencionan las posibles causas del por qué el indol seria toxico
para Salmonella, el primero seria por el papel de phoPQ, este es un sistema de dos
componente (TCS) que esta involucrado en la adaptacion al bajo nivel de magnesio,
la expresion de virulencia y la resistencia a la polimixina en patégenos Gram-
negativos (Hu et al., 2023), se menciona que el indol tiene un efecto negativo phoPQ
que conlleva a la subexpresion de los genes hila, prgH, invF y sipC los cual
pertenece a la SPI-1 a 1mM de indol en medio LB. Otro punto que abarcan es la
disminucién de la motilidad de Salmonella donde Nikaido et al., 2012, reportan que

el indol reprime la expresion de genes como FliZ y fliA los cuales son genes
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flagelares de Salmonella, explican que existe una red reguladora de FliZ y esta es
reducida por la presencia de bacterias tratadas por indol, esta red regula genes de
SPI-1 y genes flagelares por ello observaron la subexpresion de los genes ramA e
hilA.

Kohli et al., 2018 también reportan que usando Salmonella typhimurium crecida en
LB y otra tratada con indol a 1mM se administré en ratones en los cuales se pudo
observar que la cepa tratada invadio los macréfagos de murinos J774A

aproximadamente 2 veces menos que los controles no tratados con indol.

La subexpresion del gene invA se puede interpretar como la falta de virulencia de
Salmonella en el medio que se encuentre, ya sea en el intestino o en un tubo de
ensayo, el indol inhibe en Salmonella tal capacidad, por lo que el indol es un
sefalizador para esta o una molécula que le ayude a expresar los genes de la SPI-1
y ademas de los genes de virulencia, también lo flagelares como se mencioné

anteriormente, lo que podria decirse que limita mucho a esta bacteria.

El indol no indica la sobreexpresion de los genes de virulencia de la SPI-1, y aunque
en este trabajo no se realizaron ensayos con antibiéticos, Jin-Hyung & Jintae, 2010
demostraron que el indol mejora la supervivencia de E. coli y Salmonella tratadas
con antibiéticos en condiciones de 2mM de indol en medio LB a 37°C, esto puede
deberse a la induccion de estrés oxidativo y un estado de shock en bacteriofagos;
por lo tanto, los patégenos que no producen indol (como Salmonella) pueden
beneficiarse potencialmente de la sefializacion mediada por indol (Jin-Hyung &
Jintae, 2010; Kim & Park, 2015).

Conclusion

Salmonella presenta un efecto dosis-dependiente donde a mayor concentracion de
indol existe un menor crecimiento. Existe una regulacién negativa de la expresién del
gene invA de Salmonella typhimurium el cual es un gene que pertenece a la SPI-1,
en presencia de 1 mM de indol, sin importar que se encuentre en un medio minimo

como M9.
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