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haciendo lo tuyo… 
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RESUMEN 

Salmonella enterica es un patógeno de importancia en la salud pública mundial ya 
que genera más de 94 millones de casos de gastroenteritis y 150 mil muertes al 
año. Se ha estimado que la principal fuente de este patógeno son los productos 
cárnicos, entre ellos la carne de pollo. A nivel mundial se han generado sistemas 
para el monitoreo y control de este patógeno; sin embargo, el potencial de 
virulencia de estos aislamientos ha sido poco estudiado. En este sentido, el 
objetivo de este proyecto fue establecer un modelo de infección oral como 
herramienta que permita evaluar el potencial de virulencia de los aislamientos de 
S. enterica recuperados de carne de pollo. Para cumplir con esta meta, se 
utilizaron dos estirpes de D. melanogaster, yellow white (yw) y Oregon-R (ORR) 
para establecer el modelo de infección. En este modelo, se evaluó el efecto de dos 
regímenes alimenticos (levadura 2% y sin levadura) sobre el consumo de inóculo 
de S. enterica; estos análisis revelaron que la formulación de la dieta no tiene 
efecto (p > 0.05) en el consumo de inoculo bacteriano. También, se evaluó el 
grado de infección dependiendo del régimen alimenticio, la estirpe y sexo del 
hospedero; estos resultados revelaron que la estirpe no tiene efecto (p > 0.05) en 
la supervivencia; sin embargo, la dieta (p < 0.05) y el sexo de D. melanogaster 
tienen efecto (p < 0.05) en el grado de replicación del patógeno. Por último, se 
observó el desafío oral de D. melanogaster con S. Typhimurium que posee dos 
Islas de Patogenicidad (SPI, por sus siglas en inglés)-1 y SPI-2, presentó mayores 
(p > 0.05) índices de morbilidad (80%) y mortalidad (> 40%) que cepas de 
Salmonella que no contienen estas dos SPI (morbilidad, < 20% y mortalidad, < 
20%). Los resultados del presente trabajo revelan que el modelo de infección oral 
con S enterica en D. melanogaster podría ser un excelente modelo in vivo para 
elucidar el potencial de virulencia y mecanismo de patogenicidad de S. enterica. 

 

Palabras clave: Salmonella, Drosophila melanogaster, modelo de infección, 

virulencia  
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ABSTRACT 

 

Salmonella enterica remains an important cause of human morbidity, mortality, and 
a major health treat worldwide. This pathogen causes >94 million gastroenteritis 
cases and >150 thousand deaths per year around the world. Salmonella 
Typhimurium and Enteritidis are the most reported serotypes in humans and meat 
products, especially poultry, and are considered the main source for humans. 
Studies about levels prevalence and diversity of Salmonella in meat products and 
produce are common in numerous countries; however, studies about virulence 
potential of these isolates remain poorly explored. Based on this premise, the main 
goal of the present project was to establish an invertebrate model to evaluate 
virulence potential of Salmonella isolates obtained from raw chicken meat. To 
accomplish this goal, a series of infection experiments were carried out using two 
Drosophila melanogaster strains (yw, yellow white and ORR, Oregon-R). First, an 
experiment was carried out to evaluate the effect of two dietary formulations, 
supplemented with yeast (2%) or without yeast (0%), on Salmonella inoculum 
consumption. No differences (p > 0.05) in inoculum consumption were observed 
between groups. Also, it was revealed that the fly strains of D. melanogaster has 
no effect (p > 0.05) in the level of Salmonella infection; in contrast, diet and gender 
are two factors affecting significantly (p < 0.05) the degree of proliferation by this 
pathogen in the fly model. Finally, the present study also revealed that oral 
challenge of D. melanogaster with S. Typhimurium harboring Pathogenicity Island 
(SPI)-1 and SPI-2 induced higher levels of morbidity (80%) and mortality (> 40%) 
than the challenge with Salmonella strains lacking these two SPI (morbidity < 20%  
and mortality < 20%). Overall, the results of the present study revealed that oral 
infection model in D. melanogaster could be an excellent in vivo tool to evaluate 
the virulence potential of Salmonella strains. 

 

 

Keywords: Salmonella, Drosophila melanogaster, meat, infection model, virulence. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Salmonella es una bacteria intracelular anaerobia facultativa, que genera a nivel 

mundial más de 94 millones de casos de gastroenteritis y más de 155,000 

defunciones al año (Jajere, 2019; OMS, 2019). Los principales serotipos que 

afectan a humanos son S. enterica subsp. enterica serotipo Typhimurium y  S. 

Enteritidis (Kang et al., 2018; Litvak et al., 2019) y se ha estimado que la principal 

fuente de infección son los alimentos como pollo, huevo, leche, y vegetales (Kang 

et al., 2017; CDC, 2019). En Estados Unidos se han reportado prevalencias por 

encima del 10% en carne de pollo, mientras que en Europa dichas prevalencias 

son cercanas al 30% (Kang et al., 2017; NARMS, 2017). 

A pesar de que Salmonella sp. ha sido estudiada por décadas, aún se requiere 

información sobre el grado de riesgo e impacto de estas prevalencias en el 

consumidor final (Cox et al., 2011). Además, se desconoce el efecto de su extensa 

diversidad genética sobre la virulencia, resistencia y propagación del patógeno 

(Nuccio & Bäumler, 2014), sin dejar de lado la necesidad de estudios sistemáticos 

sobre el proceso patobiológico durante la colonización e infección de Salmonella 

sp. en el hospedero (Cosby et al., 2015; Verma & Srikanth, 2015). 

Para estudiar la interacción patógeno – hospedero, pueden utilizarse organismos 

modelo validados (Caenorhabditis elegans, Danio rerio, Dictyostelium discoideum 

y Drosophila melanogaster) (Verma & Srikanth, 2015). Entre estos modelos, D. 

melanogaster ofrece múltiples ventajas como: tiempo generacional corto, fácil 

reproducción, bajo costo de mantenimiento, disponibilidad de repositorio de 

mutantes genéticas (>60,000 variantes) y numerosas bases genómicas (Igboin 

et al., 2012; BDSC, 2017; Kenmoku et al., 2017; DroID, 2018; Mondotte et al., 

2018; FlyBase, 2019). Además, este organismo posee un sistema inmunológico 

basal conservado, que es homólogo al que presentan los mamíferos (Apidianakis 

& Rahme, 2009; Buchon et al., 2014; Khalil et al., 2015). 
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Para conocer el potencial de virulencia de las cepas de S. enterica recuperadas de 

carne de pollo se realizaron estudios de interacción patógeno – hospedero, 

usando a Drosophila melanogaster como sistema modelo. En primer lugar, se 

establecieron condiciones de alimentación e infección oral con cepas causantes 

de morbilidad en humanos. Además, se evaluó el comportamiento del hospedero 

infectado (D. melanogaster) con parámetros de morbilidad y mortalidad en relación 

al sexo y la replicación del patógeno (S. enterica) en el hospedero posterior a la 

infección. Este sistema permitirá identificar la contribución de genes de virulencia 

en la colonización e infección de S. enterica, así como el potencial de virulencia de 

los aislamientos de S. enterica prevalentes en los alimentos para establecer 

estrategias más efectivas de prevención y control. 
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2. ANTECEDECENTES 

2.1  Salmonella enterica 

Salmonella, bacilo móvil que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es una 

bacteria anaerobia facultativa (Litvak et al., 2019), Gram-negativa, oxidasa 

negativa y catalasa positiva, que produce gas a partir de D-glucosa, utiliza citrato 

como fuente de carbono y no es formadora de esporas (Cabral, 2010). Las células 

de Salmonella presentan medidas entre 2 a 5 µm de largo por 0.5 µm de ancho y 

el tamaño de su genoma varía de 4460 a 4857 kb (Gut et al., 2018). 

La temperatura óptima del crecimiento de Salmonella es de 37°C, aunque se ha 

reportado que puede sobrevivir en rangos de temperatura desde 2°C hasta 54°C 

(Adley & Ryan, 2016). Su hábitat principal, es el tracto intestinal de humanos y 

animales (Cabral, 2010); sin embargo, en la última década se han reportado una 

gran cantidad de aislamientos a partir de muestras de suelo y agua, lo que influye 

en una mayor dispersión del patógeno (Liu et al., 2018).  

El género Salmonella se divide en dos especies: Salmonella bongori y S. enterica; 

y ésta última, en seis subespecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, 

houtenae e indica (Figura 1) (Ryan et al., 2017), que se diferencian en función de 

la composición bioquímica de carbohidratos, flagelos y lipopolisacáridos (LPS), 

dando lugar a más de 2,500 serovares o serotipos, algunos de ellos con 

hospederos específicos (Cuadro 1) (Jajere, 2019). 

Los serotipos de Salmonella pueden designarse mediante una fórmula antigénica 

basada en antígenos somáticos (O), flagelares (H) y capsulares (Vi) (Martins et al., 

2014), siendo Choleraeuis, Enteritidis, Typhi, Paratyphi A, B y C los serotipos más 

prevalentes en humanos (USDA, 2018). Los serotipos reportados como principales 

causantes de morbilidad en humanos son Typhimurium y Enteritidis (Litvak et al., 

2019). 

La clasificación de Salmonella ha sido compleja; sin embargo, además de la 

clasificación taxonómica, los serotipos de Salmonella puede agruparse en 
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Salmonella Tifoidea (ST) y Salmonella No tifoidea (SNT), de acuerdo al síndrome 

clínico asociado (Martins et al., 2014). La ST provoca fiebre tifoidea; mientras que, 

la SNT se asocia con gastroenteritis y es causante de morbilidad y mortalidad 

considerables en humanos ya que también puede provocar enfermedades 

invasivas graves (Smith et al., 2016; Ke et al., 2020). 

 

 

Figura 1. Clasificación taxonómica de especies y subespecies de Salmonella  

Fuente: (Martins et al., 2014) 
 

La infección por S. enterica en humanos, generalmente puede adquirirse y 

transmitirse mediante el consumo y manipulación de alimentos contaminados; 

también puede adquirirse por contacto directo con animales portadores del 

patógeno (Silva et al., 2017). 
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Cuadro 1. Número presente de serovares en cada especie y subespecie de 
Salmonella, y hospedero 

Especie No. 

serovares 

Principales 

Serovares 

Hospedero 

S. bongori 22   

S. enterica 2557   

Subespecie    

S. enterica subsp. enterica 1531 Abortusovis Ovejas 

Choleraesuis Humanos y animales 

Enteritidis Humanos y animales 

Typhimurium Humanos y animales 

Gallinarum Aves 

Paratyphi A Humanos 

Paratyphi B Humanos 

Paratyphi C Humanos 

Typhi Humanos 

Typhiuis Cerdos 

S. enterica subsp. salamae 505   

S. enterica subsp. arizonae 99   

S. enterica subsp. diarizonae 336   

S. enterica subsp. houtenae 73  Animales de sangre 

fría 

S. enterica subsp. indica 13   

Fuente: (Brenner et al., 2000; Cabral, 2010; Corcoran et al., 2014) 
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2.1.1 S. enterica en alimentos 

El consumo de alimentos contaminados con S. enterica provoca gastroenteritis 

aguda (Kunwar et al., 2013). Este patógeno es el agente causal más común de las 

Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAs) (WHO, 2018). Las infecciones 

por S. enterica representan la mitad de las ETAs en humanos, siendo Enteritidis y 

Typhimurium los serotipos más reportados con 1239 y 922 casos (por cada 100 

mil habitantes) respectivamente, en Estados Unidos (Adley & Ryan, 2016; Litvak et 

al., 2019; Banerji et al., 2020). 

A pesar de que se han establecido programas estrictos de control para reducir la 

prevalencia de S. enterica en alimentos (USDA, 2016), cada año surgen 

numerosos brotes de Salmonelosis a nivel mundial (FDA, 2018; Jajere, 2019; 

Litvak et al., 2019). Actualmente se reconoce que estos nuevos brotes son 

generados por cepas resistentes al uso de anti-microbianos empleados en la 

sanitización de alimentos (Corcoran et al., 2014), desde los sistemas de 

producción primaria y procesamiento, hasta los puntos de venta (Deng et al., 

2018; Chen et al., 2020;). 

S. enterica se ha detectado en alimentos como huevo, frutas, verduras, leche o 

jugos no pasteurizados y está principalmente asociada a productos cárnicos 

crudos como la carne de pollo (Adley & Ryan, 2016; NIH, 2019). 

 

2.2  Prevalencia de S. enterica en carne de pollo 

A nivel mundial se han reforzado los sistemas para el monitoreo y control de S. 

enterica a lo largo de la cadena de producción de carne de pollo. Su principal 

objetivo es evitar la presencia de agentes patógenos que puedan ser transmitidos 

o transportados a través de la carne (Huneau-Salaün et al., 2015). Sin embargo, a 

pesar del éxito de las medidas de control implementadas en la producción de 

alimentos y animales, una de las principales fuentes de infección para el ser 

humano sigue siendo la carne de pollo contaminada (Antunes et al., 2016). 
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En los últimos años se han realizado numerosos estudios alrededor del mundo 

para determinar la presencia de S. enterica en carne de pollo; las prevalencias 

reportadas oscilan entre ~35% y 50% para el continente Asiático, ~35% en África y 

de ~13% a 39% para Sudamérica (Antunes et al., 2016; Deng et al., 2018). 

Esta información ha destacado la importancia de realizar un monitoreo constante 

en distintos puntos de venta de carne de pollo. Por ejemplo, en Malasia, se han 

presentado prevalencias de hasta el 100% en muestras (canales de pollo y cortes 

de carne) provenientes de mercados húmedos y plantas de procesamiento a 

pequeña escala (Nidaullah et al., 2017). Por otra parte, en Trinidad y Tobago se 

han reportado prevalencias del 20.5% para carne de pollo de plantas de 

procesamiento y 8.3% en supermercados (Khan et al., 2018). 

En México la situación no es muy distinta, Regalado y colaboradores reportan un 

incremento en la prevalencia de S. enterica en carne de pollo del 20.8% al 42% en 

tres años de monitoreo en puntos de venta (Regalado-Pineda et al., 2020). Estas 

investigaciones sugieren que Salmonella se ha establecido en entornos de 

producción y procesamiento de aves de corral (Nidaullah et al., 2017); por esta 

razón resulta importante estudiar el potencial de virulencia de las cepas 

recuperadas de carne de pollo. 

 

2.3  Contribución de S. enterica en carne de pollo a casos de Salmonelosis 

en humanos  

Como se ha descrito, los casos de gastroenteritis por S. enterica siguen siendo 

causa común de ETAS a nivel mundial, según datos de Estados Unidos de 

América, países europeos y países en desarrollo (Wang et al., 2020). Por ejemplo, 

en África se ha reportado entre 2, 000 y 7, 500 casos de infección por S. enterica 

por cada 100, 000 adultos (Majowicz et al., 2010); mientras que, en Australia se 

notificaron 127,195 casos de infección por Salmonella entre los años 2000 y 2013; 

sin embargo, se considera que dichos casos fueron subestimados y, que por cada 
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caso de infección por S. enterica reportado, hay siete casos de salmonelosis que 

no han sido reportados (Gut et al., 2018).  

Además, en Europa la salmonelosis es la segunda zoonosis más común, con un 

reporte de 20.4 casos por cada 100, 000 habitantes; en Estados Unidos se 

estiman más de 1 millón de casos anuales de salmonelosis transmitidas por 

alimentos que se asociaron con un mayor número de hospitalizaciones y muertes; 

por otra parte, en México se han reportado 92,013 casos de salmonelosis 

causados por SNT en 2017 (Antunes et al., 2016; Godínez-Oviedo et al., 2020). 

En el monitoreo de S. enterica en carne de pollo, los serotipos más prevalentes 

son Enteritidis, Derby, Typhimurium, Agona, Rissen, Hadar y Anatum; en carne 

molida de pollo los serotipos más reportados son Anatum, Newport, Typhimurium 

y Derby, lo que puede implicar contaminación de los productos cárnicos a lo largo 

de la cadena de producción o procesamiento primario (Villalpando-Guzmán et al., 

2017; Deng et al., 2018;) 

A pesar de los sistemas de vigilancia epidemiológica y sistemas de monitoreo de 

este patógeno, la información sobre morbilidad causada por S. enterica 

recuperada de carne de pollo es limitada (Chen Y. et al., 2020). En América 

Latina, se ha reportado que el 24% de los brotes de salmonelosis se han asociado 

a productos cárnicos (Ford et al., 2018); sin embargo, se desconoce la atribución 

de casos de salmonelosis a un alimento específico, como la carne de pollo. 

Conjuntamente, algunas investigaciones sugieren que no existe correlación 

significativa entre las prevalencias de Salmonella en pollo crudo y las incidencias 

de salmonelosis en humanos (Cox et al., 2011; Regalado-Pineda et al., 2020). 

La investigación sobre serotipos de S. enterica y los vehículos alimentarios 

asociados a brotes en humanos, como la carne de pollo, puede ayudar al 

desarrollo de estrategias de prevención para reducir la incidencia de estos 

serotipos y su afección en salud pública (Ford et al., 2018). Por esta razón, es 

necesario evaluar el potencial de virulencia de las cepas recuperadas de carne de 
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pollo, con la finalidad de elucidar su contribución en casos de salmonelosis en 

humanos. 

 

2.4 Mecanismo de infección de S. enterica 

El ingreso de S. enterica en el hospedero es a través de la vía fecal-oral, 

principalmente a través de alimentos contaminados; al inicio de la infección, esta 

bacteria se enfrenta a diversos cambios como: pH ácido, aumento de temperatura, 

baja tensión de oxígeno y alta osmolaridad; de tal forma que utiliza estrategias 

para sobrevivir, colonizar y alcanzar su dosis infectiva (~105 – 106 de células) e 

invadir (Ochoa & Rodríguez, 2005; Gut et al., 2018). 

S. enterica activa su respuesta ácido tolerante (ATR, por sus siglas en inglés) (Dos 

Santos et al., 2019) y se internaliza en el intestino al invadir la mucosa, donde 

compite con la microbiota intestinal por nutrientes y sitios de adhesión a la mucosa 

intestinal (Kang et al., 2018; Tanner & Kingsley, 2018; Litvak et al., 2019). Más 

tarde, este patógeno invade el epitelio intestinal y se adhiere a los enterocitos a 

través de fimbrias (Elbi et al., 2017). 

En el desarrollo de la infección, S. enterica manipula los mecanismos de defensa 

del hospedero al exocitarse en los espacios intersticiales de la lámina del intestino 

(Gut et al., 2018), y a través de la inyección de proteínas efectoras provoca la 

internalización de la bacteria en las células del epitelio intestinal, para establecer 

un nicho celular en el fagosoma, formando una estructura denominada ‘Vacuola 

que Contiene a Salmonella’ (SCV, por sus siglas en inglés) (Haraga et al., 2008; 

Knuff & Finlay, 2017;). De esta manera, S. enterica resiste el ataque de 

macrófagos, péptidos antimicrobianos, sales biliares y complemento sérico con la 

finalidad de sobrevivir y proliferar para llegar a órganos linfoides y lograr su 

distribución sistémica en bazo e hígado (Ellis et al., 2019). 
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Sin embargo, recientemente se ha evidenciado que solo una pequeña proporción 

de las células de S. enterica invaden el epitelio intestinal y que la mayor parte de 

la población bacteriana permanece en el lumen del intestino, donde se genera una 

ventaja selectiva del patógeno sobre la microbiota intestinal debido a la respuesta 

inflamatoria que induce en el hospedero (Hume et al., 2017). 

 

2.5  Regulación de la inflamación. 

En la última década, se ha evidenciado que S. enterica promueve la inflamación 

intestinal mediante la producción de fuentes de carbono y aceptores terminales de 

electrones, fomentando su proliferación (Palmer & Slauch, 2017; Bernal-Bayard & 

Ramos-Morales, 2018). Además, estudios genómicos comparativos evidenciaron 

la presencia de ~470 genes de metabolismo central de S. enterica que están 

asociados a la utilización de nutrientes derivados de la inflamación (Thiennimitr et 

al., 2011). 

Durante la infección, la adhesión de S. enterica en las células epiteliales del 

hospedero (a través de flagelina, por ejemplo) y su internalización en la lámina 

intestinal, provoca la liberación de citoquinas proinflamatorias que desencadenan 

una respuesta inflamatoria local, misma que le confiere ventajas a S. enterica 

sobre la microbiota intestinal al provocar una diarrea aguda (Palmer & Slauch, 

2017). Esta diarrea osmótica elimina la mayoría de los nutrientes presentes en el 

lumen y a miembros de la microbiota intestinal, además de causar ulceración y 

destrucción de células de la mucosa (Gut et al., 2018; Tanner & Kingsley, 2018). 

Durante el proceso inflamatorio, el hospedero oxida tiosulfato intestinal en 

tetrationato; además, secreta fosfatidil-etanolamina, el fosfolípido más abundante 

en la membrana de los enterocitos (Tanner & Kingsley, 2018). Las altas 

concentraciones de etanolamina y tetrationato permiten el desarrollo selectivo de 

S. enterica en la mucosa intestinal (Stoffels et al., 2012; Anderson et al., 2015). 
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Recientemente se demostró que el proceso inflamatorio también estimula la 

replicación y liberación de bacteriófagos contenidos en el cromosoma de S. 

enterica; al activarse la fase lítica, se incrementa a nivel intestinal, la transferencia 

y re-arreglo de genes que codifican para factores de virulencia (Nuccio & Bäumler, 

2014). Estos resultados indican que en su evolución S. enterica ha adquirido 

diversas estrategias para regular los procesos inmunológicos en el hospedero, 

eliminar a la competencia para sobrevivir y promover su desarrollo. 

 

2.6 Factores de virulencia de S. enterica  

El sistema inmunitario del hospedero puede prevenir la invasión microbiana y 

eliminar patógenos; sin embargo, S. enterica ha desarrollado mecanismos para 

resistir barreras físicas del hospedero e inhibir la activación posterior de la 

respuesta inmunitaria a través de factores de virulencia (Wang et al., 2020). 

El conjunto de mecanismos deriva en un complejo sistema de virulencia presente 

en S. enterica, ya que numerosos genes participan en su patogenicidad; algunos 

están implicados en la invasión del patógeno en el sistema de defensa del 

hospedero, otros juegan un papel importante en la supervivencia y replicación de 

S. enterica dentro del huésped; otros genes están involucrados en la producción 

de moléculas que producen los síntomas de la enfermedad. Los diferentes genes 

asociados a la virulencia pueden estar contenidos en cromosomas, Islas de 

patogenicidad de Salmonella (SPI) y en plásmidos de virulencia (Cuadro 2) (Möst, 

2014; Singh et al., 2018). 

En el cromosoma, los genes de virulencia se encuentran en las SPI y producen 

moléculas efectoras que favorecen la invasión, replicación y supervivencia de S. 

enterica en el hospedero. Por ejemplo, los genes que codifican para flagelos, 

aumentan la invasividad del patógeno mientras que las especies reactivas de 

oxígeno (EROs), son inactivadas por la superóxido dismutasa producido por esta 

bacteria (Gut et al., 2018; Singh et al., 2018). 
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Cuadro 2. Principales genes de virulencia identificados en S. enterica 

Genes de virulencia Localización Función 

SipA, SipC SPI-1 Reestructuración del citoesqueleto 

 Quimiotaxis 

SipB SPI-1 Translocación de proteínas efectoras 

Evasión de apoptosis en macrófagos 

SptP SPI-1 Supresión de inmunidad innata 

Genes irr SPI-2 Producción de tetrationato reductasa 

SseK SPI-2 Efectores del T3SS 

SpiC SPI-2 Translocación de proteínas efectoras en el 

citosol de los macrófagos 

Sobrevivencia en SCV 

Inhibición de señalización del interferón 

gamma que activa a macrófagos 

SseB, SseC, SseD SPI-2 Formación de estructuras 

macromoleculares de translocación 

SseF, SseG SPI-2 Migración perinuclear de SCV 

Agregación de microtúbulos 

Formación de filamentos 

MisL SPI-3 Persistencia a largo plazo 

MgtCB SPI-3 Sobrevivencia en macrógafos 

MarT SPI-3 Activación de expresión de MisL 

SiiE SPI-4 Adhesión al epitelio 
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SopB SPI-5 Prevención de apoptosis en células 

epiteliales 

SigE SPI-5 Chaperona 

pipD SPI-5 Codifica homólogo de cisteína proteasa, 

esencial para infección sistémica 

SpvR pSLT Regulación de genes del operón spv 

SpvB pSLT Prevención de polimerización de actina 

SpvC pSLT Inhibición de MAPK y señalización inmune 

Fimbria Tipo 1 Cromosoma Adhesión al epitelio 

SifA Cromosoma Formación de filamentos 

Mantenimiento en SCV 

SseJ Cromosoma Formación de filamentos 

SopE, SopE2 Cromosoma Inducción de ondulación de membrana en 

cultivo celular 

iroA Miembro de 

iroBCDEN 

Interrumpe la homeostasis en macrófagos 

del hospedero 

iroB Miembro de 

iroBCDEN 

Síntesis y transporte de enterobactina, 

sideróforo esencial para la absorción de 

hierro en el hospedero 

Fuente: (Dos Santos et al., 2019; Mthembu et al., 2019; Zhang et al., 2019) 

Los sistemas de adquisición de iones en S. enterica son críticos para su 

supervivencia y patogénesis  en el intestino: además, otros genes de virulencia 

contenidos en plásmidos son responsables de la diseminación sistémica de la 

infección en ganglios linfáticos mesentéricos (bazo e hígado) (Gut et al., 2018). En 

conjunto, estos genes son regulados por factores de transcripción en respuesta a 
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señales ambientales, y condiciones de estrés a las que se enfrenta S. enterica ya 

sea en medios naturales o en el hospedero (Spector & Kenyon, 2012). 

 

2.6.1 Capacidad de sobrevivencia de S. enterica 

La capacidad de supervivencia de S. enterica en un nicho determinado, se ha 

evidenciado en distintas condiciones y depende de ciertos factores; por ejemplo, la 

capacidad de formación de biopelículas le permite a S. enterica sobrevivir a largo 

plazo en ambientes externos al hospedero (Waldner et al., 2012). También se ha 

reportado que bajo condiciones de estrés generado por la exposición a bajas dosis 

de fármacos o antimicrobianos, se permite la sobrevivencia y se incrementa la 

virulencia de S. enterica (Barreto et al., 2016). 

Por otra parte, se ha descrito la capacidad de sobrevivencia de S. enterica en el 

hospedero, dependiente de distintos mecanismos; durante la infección esta 

bacteria tiene la facultad de adherirse al intestino, mediante adhesinas como 

fimbrias, fibrillas, flagelos, lipopolisacárido (LPS) y cápsula; y de esta manera 

continuar con el proceso infectivo (Ochoa & Rodríguez, 2005; Waldner et al., 

2012). 

Posteriormente, una vez que ha pasado un periodo de adaptación (3 -4 horas), S. 

enterica tiene la capacidad de replicarse dentro de la SCV, situación que favorece 

la expresión de genes que aumentan la supervivencia intracelular al establecer un 

ambiente microsomal (Ochoa & Rodríguez, 2005; Steele-Mortimer, 2008). La 

modificación de la SCV y modulación de procesos intracelulares, están a cargo de 

proteínas efectoras de S. enterica que interactúan con la maquinaria de la célula 

huésped; de esta manera, el patógeno asegura su sobrevivencia y replicación 

(Forest et al., 2010). Estas cualidades determinan si S. enterica puede 

diseminarse desde el sitio de colonización (intestino) para establecer una infección 

sistémica (Wang et al., 2020). 
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2.6.2 Mecanismos de invasión de S. enterica 

El inicio de la invasión de S. enterica es a través del tejido linfoide, incluyendo las 

placas de Peyer (PP); en mamíferos se adhiere apicalmente a las células 

epiteliales del íleon y células M (Ochoa & Rodríguez, 2005). Derivado del contacto, 

la bacteria induce la entrada de metabolitos microbianos al citosol de las células, 

mediante los sistemas de secreción del patógeno como punto clave en la 

patogénesis de S. enterica. Como consecuencia, se desencadenan respuestas pro 

inflamatorias en el hospedero (Winter et al., 2014; Mambu et al., 2017). 

La principal determinante de invasividad de S. enterica es el Sistema de Secreción 

Tipo III (T3SS), una maquinaria molecular que inyecta proteínas efectoras de 

virulencia en las células del hospedero (Steele-Mortimer, 2008; Hume et al., 2017) 

y que es codificada en las Islas de Patogenicidad de Salmonella (SPI) (Howe et 

al., 2017). 

 

2.7  Islas de patogenicidad de Salmonella 

Las Islas de Patogenicidad (SPI) son grandes paquetes de genes que pueden 

adquirirse por transferencia genética horizontal; por ejemplo, los genes de 

virulencia involucrados en la fase intestinal se encuentran en las SPI-1 y SPI-2 y 

codifican un sistema de secreción tipo III asociado a la membrana (T3SS), que a 

su vez secretan un conjunto de  proteínas efectoras que alteran el funcionamiento 

de células eucariotas para facilitar la patogenicidad de Salmonella (Siriken, 2013; 

Mthembu et al., 2019). De esta forma, una vez que S. enterica se ha adherido a 

las células del hospedero en el lado apical de la células M o enterocitos, utiliza sus 

SPI y sistemas de secreción tipo III (T3SS) para fagocitarse en los macrófagos 

(Gut et al., 2018). 
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2.7.1  Isla de Patogenicidad I (SPI-1) 

Como se ha mencionado, S. enterica presenta numerosos genes involucrados en 

la invasión de células epiteliales, dichos genes se encuentran localizados en el 

centisoma 63 y forman la Isla de Patogenicidad I (SPI-1); este segmento de 35 – 

40 kb contiene 31 genes divididos en tres categorías: genes que codifican el 

Sistema de Secreción Tipo III (T3SS), genes que codifican proteínas involucradas 

en la translocación de las moléculas efectoras dentro del citoplasma de la célula 

del hospedero y genes que codifican las proteínas efectoras y sus chaperonas 

(Ochoa & Rodríguez, 2005; Forest et al., 2010). 

Sin embargo, las proteínas codificadas por la SPI-1 pueden elicitar la respuesta 

inmunitaria del hospedero durante la infección ya que S. enterica induce el 

reclutamiento de neutrófilos, reducción de macrófagos y alteración de la microbiota 

intestinal través de la SPI-1 (Lou et al., 2019). 

 

2.7.2 Isla de Patogenicidad II (SPI-2) 

La SPI-2 tiene un tamaño de 40 kb, se localiza en el centisoma 31 y tiene un 

porcentaje de C-G 44.6%; además, consta de 32 genes que se requieren para 

traslocar al menos 30 proteínas efectoras de las bacterias residentes en la 

Vacuola que Contiene a Salmonella (SCV) a las células del hospedero, de tal 

manera que se favorece la replicación de S. enterica en células del hospedero, 

incluidos los macrófagos (Ochoa & Rodríguez, 2005; Figueira et al., 2013; 

Jennings et al., 2017). 

La virulencia de S. enterica, depende en parte de esta SPI-2, su activación ocurre 

cuando la bacteria se encuentra en la SCV y es esencial para la supervivencia y 

replicación de S. enterica en las células del hospedero (Forest et al., 2010; 

Figueira & Holden, 2012). 
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2.7.3 Sistema de Secreción Tipo III (T3SS) 

S. enterica utiliza dos T3SS (T3SS1 y T3SS2) que son esenciales para la invasión 

y diseminación de la bacteria. El T3SS1, denominado complejo aguja, se 

ensambla a partir de las proteínas codificadas por la SPI-1; por otra parte, el 

T3SS2, es codificado por la SPI-2  (Lou et al., 2019; Wang et al., 2020).  

El T3SS1 se encarga de translocar proteínas efectoras en el citosol de la célula 

del hospedero; de esta manera, se promueven cambios en el citoesqueleto y 

facilita el ingreso de la bacteria por macropinocitosis (Velasco-Carrillo et al., 2019). 

Por otra parte, el T3SS2 se encarga de la translocación de proteínas efectoras al 

sistema de endomembranas y al plasma del hospedero, acciones que permiten la 

replicación intracelular de S. enterica en la SCV (Figueira & Holden, 2012). 

En conjunto, esta maquinaria (T3SS1 y T3SS2), presenta requerimientos 

particulares para su función; por ejemplo, se requieren chaperonas específicas 

para la secreción de algunas proteínas efectoras, además de una señal inductora 

para la activación completa del sistema. Dicha señal generalmente es el contacto 

con la célula del hospedero (Ochoa & Rodríguez, 2005).  

Se puede suponer que la combinación específica de los factores de virulencia 

determina el potencial de virulencia de las cepas de S. enterica, por lo que es 

necesario continuar con estudios que permitan dilucidar la complejidad en la 

patogenia de esta bacteria. 

 

2.8  Interacción patógeno–hospedero (Patogenia) 

El resultado de la infección por S. enterica  depende del serotipo involucrado y el 

estado inmunológico del huésped infectado. La respuesta inmunitaria temprana 

por parte del hospedero ante la infección por S. enterica, en las PP y ganglios 

linfáticos mesentéricos implican reclutamientos de neutrófilos y monocitos 
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inflamatorios, con la finalidad de retrasar la llegada del patógeno a tejidos linfáticos 

(Martins et al., 2014; Pham & McSorley, 2015). 

Las células epiteliales y células fagocíticas, así como células dendríticas (DC), 

neutrófilos y macrófagos identifican patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMP) endógenas en las bacterias. Este reconocimiento se realiza a través de 

receptores de reconocimiento de patrones (PRR) que incluye receptores tipo Toll 

(TLR) que desencadenan una respuesta inmunitaria al activar células fagocíticas 

como neutrófilos y macrófagos (Martins et al., 2014). Es así que, después de la 

ingesta vía oral, S. enterica se adhiere a células intestinales y desencadena una 

vía de señalización al envolverse en la SCV, esta vía desencadena la producción 

de citoquiinas proinflamatorias en el intestino (Singh et al., 2018). 

Además, S. enterica  posee la capacidad de invadir tanto células fagocíticas como 

no fagocíticas mononucleares presentes en folículos linfoides, hígado y bazo, 

incluidos linfocitos B, linfocitos T, neutrófilos, monocitos y células dendríticas; de 

esta manera al invadir el epitelio intestinal, las bacterias son transportadas por DC, 

a través del torrente sanguíneo a varios órganos como el hígado y bazo (Pham & 

McSorley, 2015; Huang et al., 2020). Por ejemplo, S. Typhimurium no requiere 

colonización intestinal o invasión de células epiteliales intestinales; la bacteria es 

llevada directamente del lumen intestinal a circulación, bazo e hígado a través de 

fagocitos que expresan CD18 (Ochoa & Rodríguez, 2005).  

Por otra parte, el sistema inmunitario del hospedero puede dividirse en dos partes 

principales, los componentes innatos o inespecíficos y los adaptativos o 

específicos. El sistema inmunitario innato es el primer desafío del hospedero que 

se presenta a los patógenos; la segunda parte se refiere al sistema inmunitario 

adaptativo proporciona una protección adicional y memoria inmunológica. La 

interacción entre ambos sistemas, incluidas sus moléculas como citoquinas y 

anticuerpos, conforman la totalidad de la inmunidad del hospedero ante una 

infección (Martins et al., 2014; Huang et al., 2020).  
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Al estudiar S. enterica recuperada de matrices alimentarias, es necesario 

caracterizar la interacción patógeno – hospedero, tomando en cuenta las variables 

de acuerdo al modelo de estudio. Para este cometido, pueden emplearse modelos 

biológicos que permitan tal evaluación. 

 

2.9  Uso de modelos biológicos para el estudio de la interacción patógeno-

hospedero 

Para entender la contribución de los repertorios genéticos en la virulencia de los 

aislamientos de S. enterica, se pueden utilizar organismos modelo validados 

(Caenorhabditis elegans, Danio rerio, Dictyostelium discoideum y Drosophila 

melanogaster) que permitan elucidar las bases moleculares de la interacción 

Salmonella-hospedador (Verma & Srikanth, 2015; Kang et al., 2018).  

Entre los diferentes organismos modelo, D. melanogaster ofrece múltiples ventajas 

en desafíos de infección: por ejemplo, tiempos generacionales cortos, fácil 

reproducción en el laboratorio y manejo, así como bajo costo de mantenimiento 

(Steinert et al., 2003; Igboin et al., 2012). Además, existe disponibilidad de 

repositorio de mutantes genéticas (> 60,000 variantes) y numerosas bases 

genómicas (BDSC, 2017; DroID, 2018; FlyBase, 2019). 

Otra ventaja importante sobre los otros organismos modelo invertebrados, es que 

D. melanogaster posee un sistema inmunológico basal conservado, que es 

homólogo al que presentan los mamíferos (Dionne & Schneider, 2008; Apidianakis 

& Rahme, 2009; Khalil et al., 2015). Por estas razones, D. melanogaster es un 

sistema modelo viable para estudiar el potencial de virulencia de S. enterica 

recuperada de carne de pollo. 
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2.10  Drosophila melanogaster como sistema modelo 

Para comprender las interacciones patógeno-hospedero, durante décadas se han 

empleado modelos de infección no mamíferos que proveen información para 

comprender mecanismos moleculares (Lee et al., 2018). D. melanogaster es 

considerado un organismo de laboratorio ampliamente utilizado como sistema 

modelo, mismo que está altamente caracterizado y juega un papel cada vez más 

importante en la modelación de enfermedades humanas (Markow, 2015). 

A pesar de que D. melanogaster  no posee un sistema inmunitario adaptativo, el 

componente de sistema inmunitario innato es muy similar a la que se presenta en 

mamíferos (Castonguay-Vanier et al., 2010). Se estima que aproximadamente el 

65% de los genes de enfermedades humanas presentan homología con D. 

melanogaster, característica que favorece el uso de este organismo como sistema 

modelo para estudiar mecanismos de infección y progresión de la enfermedad; 

además, D. melanogaster permite el estudio de interacciones huésped – 

patógeno, y la posibilidad de identificar los factores implicados en la defensa del 

hospedero y la virulencia del patógeno (Reid, 2017; Younes et al., 2020). 

Comprender las interacciones huésped-patógeno, a través del uso de D. 

melanogaster como modelo biológico, es una alternativa viable para combatir el 

constante incremento de cepas patógenas, así como la transmisión de patógenos 

en alimentos, considerando las homologías que este organismo presenta en 

comparación con el humano, respecto a la respuesta inmunitaria innata (Figura 2) 

(Nehme & Ewbank, et al., 2007; Verma & Srikanth, 2015). 

 

2.10.1 Estudios de potencial de virulencia en D. melanogaster 

La ausencia de respuesta de inmunidad adaptativa en D. melanogaster permite 

estudiar las interacciones asociadas al sistema inmunológico innato, así como las 

bases moleculares de la infección sistémica (Apidianakis & Rahme, 2009; Igboin et 
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al., 2012) e interacciones patógeno-hospedador (Gharieb et al., 2015; Pava-Ripoll 

et al., 2015). 

Diversos estudios han demostrado el valor de realizar estudios de virulencia en el 

sistema modelo de D. melanogaster. Estos trabajos han permitido conocer la 

cinética de infección, tasas de letalidad y mortalidad, capacidad de transmisión 

horizontal y vertical entre organismos infectados, así como el efecto de la infección 

sobre la respuesta de inmunidad innata (Cuadro 3). 

 

Figura 2. Homologías de Drosophila melanogaster con el humano  

Fuente: (Verma & Srikanth, 2015) 
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Cuadro 3. Estudios de infección con enterobacterias en el sistema modelo  
D. melanogaster  

Microorganismo Estadío Mecanismo de infección Contribución 

Micro-

inyección 

Punción Alimento 

Listeria innocua 

Salmonella 

Saint Paul 

E. coli 

Adulto NA NA Inoculado 

con 1mL 

(1x108 

UFC/ml) 

Se 

comprueba la 

capacidad 

como vector.  

S. enterica 

Cronobacter 

sakazakii  

E. coli O157:H7 

Listeria 

monocytogenes 

Adultos NA NA Inoculado 

con 1 ml  

(1x108 

UFC/ml) 

Transmisión 

vertical en 

función a 

concentración 

del patógeno. 

E. coli, S. 

aureus 

inactivadas. 

Desafío con E. 

fecalis y P. 

aeruginosa 

Larvas 

L1, L2, 

L3, 

pupa y, 

adultos 

NA Aguja 

sumergida 

en 

solución 

con carga 

bacteriana 

Alimenta-

ción con 

E. coli 

inactiva. 

Posterior 

desafío 

oral 

Activación de 

respuesta 

inmune del 

hospedero 

ante el 

desafío con 

bacterias 

inactivas 

Providencia 

rettgeri 

E. coli 

No 

indicado 

Superficie 

ventro-

lateral 

1x108-9 

UFC/ml 

Superficie 

ventro-

lateral, 

cutícula 

(abdomen) 

NA La mortalidad 

es 

proporcional 

a dosis 

infectante. 
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Microorganismo Estadío Mecanismo de infección Contribución 

Micro-

inyección 

Punción Alimento 

Providencia 

rettgeri 

Adulto NA En tórax 

con pin de 

disección 

(0.15 mm) 

que fue 

sumergido 

en cultivo 

bacteriano 

(1 x 102) 

NA La tasa de 

letalidad, está 

relacionada 

con una dosis 

mínima 

infectante. 

P. aeruginosa Adulto Hemolinfa Epitelio 

torácico 

Alimento 

(104 - 105 

UFC/ml) 

Cinética 

bacteriana de 

acuerdo a 

dosis 

infectiva. 

Fuente: (Apidianakis & Rahme, 2009; Howick & Lazzaro, 2014; Khalil et al., 2015; 

Pava-Ripoll et al., 2015; Khamesipour et al., 2018; Wen et al., 2019). 

 

2.10.2  Infección con S. enterica en D. melanogaster  

Diversos estudios demuestran la utilización de D. melanogaster como modelo 

biológico para estudiar la infección con S. enterica (Apidianakis & Rahme, 2009; 

Howick & Lazzaro, 2014; Elbi et al., 2017; Khamesipour et al., 2018). Estos 

estudios han evidenciado que al igual que en mamíferos, una vez que S. enterica, 
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ha cruzado el epitelio intestinal de D. melanogaster, se disemina en el hospedero, 

para alcanzar su crecimiento exponencial (Khalil et al., 2015). 

En D. melanogaster se consideran dos fases distintas de infección: la primer fase, 

conocida como fase aguda que abarca desde el primer hasta el tercer día de 

infección y se caracteriza por una alta concentración de patógenos, elevada 

mortalidad y reducción de la fecundidad; y la fase crónica, considerada a partir del 

día cuatro al cinco, con carga de patógenos substancial que no antecede 

necesariamente a mortalidad (Gharieb et al., 2015). 

 Al igual que las fases de infección, existen fases en la respuesta inmunitaria que 

se elicita en D. melanogaster; la primer fase puede consistir en una rápida 

activación con respuesta de segundos a minutos y, en segundo lugar, se provoca 

fagocitosis y melanización (Chambers et al., 2012). De tal forma, que ante una 

infección, la mosca puede combatir a patógenos a través del uso de barreras 

físicas como tejido epitelial, fisiológicas como enzimas de digestión y pH; a través 

de proteínas antimicrobianas de la respuesta inmunitaria innata como la secreción 

de Péptidos Antimicrobianos, (AMP por sus siglas en inglés), que son regulados 

por proteínas de reconocimiento de peptidoglicano (PGRP) (Howick & Lazzaro, 

2014; Wen et al., 2019).  

El intestino de D. melanogaster está compuesto por un epitelio tubular del tracto 

digestivo que puede dividirse en intestino anterior, intestino medio e intestino 

posterior. El intestino medio es el sitio principal de digestión y absorción de 

nutrientes y de principal interacción con patógenos (Mondotte et al., 2018).En este 

sitio, los mecanismos que regulan la defensa contra S. enterica son: barreras 

físicas, compuesta por quitina y glicoproteínas (matriz pleriotrópica e integridad 

epitelial), que producen especies reactivas de oxígeno (ROS), evitan daño físico y 

regulan el paso de partículas entre el lumen y los enterocitos; y la secreción de 

AMPs mediante la ruta IMD (inmunodeficiencia) (Hori et al., 2018). Dire
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2.10.3 Respuesta inmunitaria de D. melanogaster ante infección por S. 

enterica - Péptidos Antimicrobianos (AMPs) 

Estudios recientes indican que D. melanogaster se vale de algunas herramientas 

para combatir al patógeno: la primera es mediante la inducción de la respuesta 

humoral (secreción de péptidos antimicrobianos por el cuerpo graso “fat body”); 

seguido de la respuesta de melanización que expone al patógeno a oxígeno 

reactivo y melanina y finalmente la respuesta inmunitaria celular (fagocitosis) 

(Brandt et al., 2004; Hori et al., 2018). 

Durante los procesos inflamatorios inducidos por S. enterica, en mamíferos, las 

citoquinas como TNF e interferón revelan información sobre la infección y 

patología; de manera similar, una proteína tipo TNF codificada por el gen eiger en 

D. melanogaster, es la encargada de dicha acción, y su sobreexpresión puede 

inducir muerte celular (Brandt et al., 2004). 

Por otra parte, en el lumen intestinal de D. melanogaster dos mecanismos 

efectores complementarios son los que controlan la infección por bacterias Gram-

negativas: generación de EROs por la enzima Duox NADPH oxidasa y la 

producción de AMPs como Diptericina, Drosomicina y Attacina mediante el 

homólogo del factor de transcripción NF-kB o Cactus (Buchon et al., 2009; 

Kenmoku et al., 2017). 

Los AMPs son proteínas que tienen patrones moleculares asociados a los 

receptores tipo Toll. Son moléculas de la inmunidad innata, sintetizadas y 

liberadas por las células grasas, homólogas al hígado en humanos, que generan 

una respuesta inflamatoria y son reguladas por PGRP; su principal función es la 

defensa antimicrobiana (Buchon et al., 2009; Pava-Ripoll et al., 2015; Khan et al., 

2018; Salazar et al., 2018). 

La expresión de AMPs en D. melanogaster comienza aproximadamente 4 horas 

después de la infección y continúa en aumento durante las primeras 24 horas 

(Khalil et al., 2015); además, es directamente proporcional a la carga bacteriana e 
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incluso disminuye si se trata de altas concentraciones bacterianas (Pava-Ripoll et 

al., 2012). A través de la activación de las rutas Toll y IMD (Nehme & Liégeois, et 

al., 2007; Dionne & Schneider, 2008) se inducen y sintetizan los AMPs; la ruta Toll 

es activada por bacterias gram-positivas y la ruta IMD, por bacterias gram-

negativas, siendo diptericina (Dpt) y drosomina (Drs),los AMPs expreseados 

respectivamente (Pava-Ripoll et al., 2015). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

A nivel mundial, S. enterica es un patógeno que genera más de 94 millones de 

gastroenteritis al año. Este patógeno de importancia global en salud pública es 

altamente prevalente en productos cárnicos; en general, países de Norte América 

y Europa reportan prevalencias entre el 20 y 30%. Estudios de nuestro laboratorio 

han revelado que en México la prevalencia de este patógeno oscila entre 20 y 

40%. También se ha reportado que los productos cárnicos son los alimentos más 

prevalentes con S. enterica, principalmente la carne de pollo. En los últimos años, 

se han realizado estudios para elucidar el potencial de virulencia de las cepas 

recuperadas de matrices cárnicas. Sin embargo, estos esfuerzos no han sido 

suficientes para evidenciar la contribución de estas cepas en los casos de 

infección in vivo.  

En el presente proyecto se estableció un sistema biológico para estudiar la 

contribución de los repertorios genéticos de S. enterica en el potencial de 

virulencia in vivo. Para este fin, se realizaron ensayos de infección y transmisión 

en Drosophila melanogaster. Estos estudios permitirán identificar determinantes 

genéticas que facilitan la colonización y dispersión de S. enterica, y generar un 

marco de referencia para desarrollar estrategias más efectivas de prevención y 

control de este patógeno. 
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4. OBJETIVOS 

4.1  Objetivo General 

Identificar el potencial de virulencia de aislamientos de S. enterica prevalentes en 

alimentos, a través de estudios en el modelo Drosophila melanogaster 

 

4.2  Objetivos específicos 

1. Establecer el modelo de infección oral con S. enterica en Drosophila 

melanogaster. 

2. Identificar el potencial de virulencia (morbilidad, mortalidad y replicación) de 

aislamientos de S. enterica recuperada a partir de muestras alimentarias. 

3. Identificar los mecanismos moleculares que favorecen la colonización e 

infección de S. enterica en Drosophila melanogaster.  
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5. METODOLOGÍA 

5.1  Establecimiento y mantenimiento del modelo biológico 

El cultivo estándar de la mosca se realizó de acuerdo a Tzou et al (2002) y Díaz-

Peña et al (2019). Se utilizaron las cepas silvestres) Oregon–R (ORR) y yellow 

white (yw) de Drosophila melanogaster, misma que fueron donadas por el Dr. Juan 

R. Riesgo Escovar del Laboratorio de Genética de transducción de señales, del 

Instituto de Neurobiología de la UNAM, campus Juriquilla, Qro. Las cepas de los 

organismos se cultivaron y resguardaron de acuerdo con los procedimientos 

establecidos en el laboratorio en mención. Este procedimiento  consistió en 

colocar las moscas en frascos de cultivo, con alimento estéril, tapados con 

algodón (estéril), mantenidos a una temperatura de 25 °C. La totalidad de 

organismos se mantuvo bajo régimen de luz y oscuridad de 12:12. Todos los 

procedimientos para la manipulación de los organismos fueron realizados bajo 

criterios de manejo humanitario. Para la manipulación de la mosca durante la 

experimentación, se acondicionó un área que simula las condiciones del 

laboratorio de origen; el almacenamiento de los adultos fue a 18 °C, y las moscas 

bajo experimentación permanecieron a 25 °C, la anestesia de las moscas para la 

manipulación se realizó mediante un descenso de temperatura colocando hielo 

estéril en cajas Petri (tiempo aproximado de 5 a 10 segundos) de acuerdo a la 

metodología de Howick & Lazzaro (2014). 

 

5.1.1 Elaboración de alimento para mantenimiento de D. melanogaster 

De acuerdo a la metodología previamente publicada por Díaz-Peña et al. (2019), 

el alimento inicial para las moscas en el laboratorio se elaboró a partir de 50 g de 

piloncillo, 50 g de levadura de panadería activa, 8 g de agar en 500 ml de agua 

destilada, el pesaje y manejo de los insumos se realizó bajo las consideraciones 

de Buenas Prácticas de Manufactura.  
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La mezcla se esterilizó en autoclave durante 20 min a 121 °C y se dejó enfriar a 55 

°C, punto donde se agregaron 5 ml de ácido propiónico y 7 g de grenetina 

previamente disuelta en 100 ml de agua. El alimento se dispensó en tubos (10 ml) 

y frascos (40 ml), que fueron tapados con torundas de algodón previamente 

esterilizado. Se dejó solidificar el alimento a temperatura ambiente, en condiciones 

estériles bajo campana de flujo laminar. Una vez solidificado, el alimento se 

almacenó a 4 °C en un contenedor hermético (Lemaitre & Hoffmann, 2007). 

 

5.1.2 Ajuste en la formulación de alimento para infección oral 

Se sabe que D. melanogaster en condiciones ambientales se alimenta de 

levaduras presentes en frutos demasiado maduros, con la finalidad de obtener los 

nutrientes necesarios para su supervivencia (Lebreton et al., 2014). Por esta razón 

en las cepas cultivadas en laboratorio se busca realizar formulaciones de 

alimentos ricas en levaduras, con la finalidad de que este sea aceptado por las 

moscas. En este sentido, se realizó una variante de alimento (formulación de 

Lewis), rica en harina de maíz, dextrosa y sacarosa de acuerdo a la metodología 

de CSHP (2014), con algunas modificaciones, como la omisión del ácido 

propiónico con la finalidad de evitar ruido en el desafío oral con S. enterica. 

Por otra parte, se ha demostrado que el papel de la levadura en la alimentación de 

D. melanogaster puede afectar el comportamiento de este organismo al interactuar 

con el sistema inmunitario de la mosca (Hoang et al., 2015). Por eso, realizó una 

segunda formulación de alimento sin levadura de acuerdo a la metodología de 

Kutzer et al. (2019).  

 

5.1.3 Mantenimiento de cepas: Prueba de ovoposición 

Para las cruzas de D. melanogaster, de las estirpes Oregon – R, se seleccionaron 

grupos de organismos hembras y machos vírgenes en proporción 3:1 
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respectivamente. Estas proporciones se utilizaron para cada estirpe. Los 

organismos fueron colocados en agar para ovoposición, elaborados a base de 

jugo de uva y jarabe de maíz, de acuerdo a la formulación establecida en (BDSC, 

2017). La biogénesis se realizó a las 24 h aproximadamente. Cada 24 h se realizó 

cambio de agar para nueva ovoposición y se realizaron conteos de embriones 

cada 24 h durante 5 días para determinar la tasa de fecundidad (Gou et al., 2016) 

(Anexo II). 

 

5.1.4 Método de anestesia  

Para facilitar el manejo y selección de organismos que se utilizaron en los 

bioensayos, se aplicó un procedimiento de anestesia. El método que se 

estandarizó fue mediante enfriamiento con hielo de acuerdo a la metodología 

reportada por (Rayl & Wratten, 2016) con algunas modificaciones. Los organismos 

contenidos en los frascos de cultivo fueron direccionados a la parte baja del vial 

mediante acción mecánica. Posteriormente, se retiró la torunda de algodón que 

cubre el frasco de cultivo y este se volteó contra una placa estéril, soportada por 

otra que contiene hielo estéril; de esta manera puede llevarse a cabo una crio-

anestesia; proceso que permitió una recuperación del 90% de organismos 

después de 20 s aproximadamente. Este procedimiento se realizó en cada uno de 

los ensayos posteriores donde se requirió el manejo de organismos. 

 

5.1.5 Indicador de consumo de inóculo 

Para los ensayos de infección oral es necesario asegurar que los organismos de 

estudio hayan consumido el inóculo. Con esta finalidad, se decidió emplear un 

indicador del consumo de bacterias, para seleccionar los organismos de cada 

ensayo. El colorante azul de Coomassie o azul brillante No. 1, se utilizó en estos 

desafíos de acuerdo a la eficiencia reportada por (Shell et al., 2018). Según los 
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ensayos previos (Anexo III), se determinó utilizar la metodología de (Hori et al., 

2018) con algunas modificaciones, para el uso del colorante como indicador de 

inóculo. Aquellos organismos que presentaron coloración azul en la superficie 

ventral abdominal, fueron clasificados como organismos con consumo de inóculo. 

 

5.2  Validación microbiológica de estirpes en D. melanogaster 

Previo a los desafíos de infección oral, se realizó una validación de las estirpes de 

D. melanogaster con la finalidad de evidenciar la ausencia de Salmonella en los 

organismos a emplear. Se utilizaron organismos de las estirpes yw y ORR bajo 

régimen de alimentación con y sin levadura [Lev (+) / Lev (-)]. Cada organismo se 

consideró una unidad experimental. El ensayo se realizó con 5 réplicas. Los 

organismos se lavaron con etanol al 70% y agua destilada estéril, posteriormente 

se maceraron y se realizaron microdiluciones seriadas. Se realizó siembra por 

goteo en placa de agar XLD + Novobiocina, de acuerdo al método de cultivo 

convencional (Lee K.-M. et al., 2015). S. Typhimurium se utilizó como control 

positivo y para todas las pruebas a excepción del control se detectó Salmonella 

presuntiva negativa en cultivo estándar; lo que valida que las estirpes de D. 

melanogaster son viables para el desafío oral. 

 

5.3 Estandarización de protocolo para infección oral 

5.3.1 Selección de cepas para infección oral 

Para la estandarización del protocolo de infección oral se seleccionaron dos cepas 

de S. enterica crio-preservadas en glicerol (-20°C) (Cuadro 4), debido a que son 

los serotipos reportados como causantes de mayor morbilidad en humanos (Litvak 

et al., 2019). Dire
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Se realizó la activación de estas cepas en 15 ml de Caldo Luria – Bertani (LB) y se 

incubaron a 37°C durante 12 h de acuerdo a la metodología establecida por 

(Sridhar & Steele-Mortimer, 2016). 

 

Cuadro 4. Cepas activadas empleadas para infección oral 

No. 
ID 

LABORATORIO 
CEPA 

1 S2 S. Typhimurium ATCC 14028 

2 S5 S. Enteritidis ATCC 13076 

3 C- Control negativo / Caldo LB 

 

Por otra parte, para los ensayos de sobresalto y conducta se seleccionó la cepa 

de S. Typhimurium (ATCC 14028) como control positivo. Además se probaron dos 

cepas recuperadas de carne de pollo mediante el Sistema de Vigilancia 

permanente de Salmonella en carne de pollo, llevado a cabo por el laboratorio de 

Microbiología Molecular y se utilizó Caldo LB estéril como control negativo 

(Cuadro 5). La selección de estas cepas fue de acuerdo con la presencia o 

ausencia de SPI-1 y SPI-2, reportado en estudios previos por el equipo de trabajo. 

La verificación del control positivo se realizó mediante el software SPIfinder del 

Center Genomic Epidemiology. 

 

Cuadro 5. Cepas seleccionadas para ensayo de actividad locomotora 

ID Serotipo SPI-1 SPI-2 Fuente 

C (+) S. Typhimurium X X (Roer et al., 2016) 

S1 S. Newport X - (Balbuena-Alonso, 2019) 

S2 S. Newport - - (Balbuena-Alonso, 2019) 
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5.3.2 Preparación de cultivo bacteriano 

Pasado el periodo de incubación se realizaron lavados bacterianos empleando la 

metodología reportada por (Kutzer et al., 2019) con modificaciones. A partir del 

cultivo bacteriano en 15 ml de caldo LB, las muestras se centrifugaron durante 10 

min a 2880 rfc, se retiró el sobrenadante y se adicionaron 5 ml de solución salina 

fisiológica (SSF) (0.9% NaCl); posteriormente, se resuspendieron las muestras y 

nuevamente se centrifugaron a 2880 rfc durante 10 min. Este procedimiento se 

realizó dos veces, obteniendo al final las bacterias resuspendidas en 5 ml de SSF. 

Una vez lavadas las bacterias se realizó una dilución décuple seriada en la 

totalidad de las muestras, adicionando 1 ml de la solución bacteriana en 9 ml de 

solución salina estéril (SSE) (0.85% NaCl) y se realizó el ajuste de 

concentraciones bacterianas a 1x108 UFC/ml en un espectrofotómetro (Varioskan 

Flash Photometric 550) a 600 nm. Este procedimiento se realizó por triplicado. 

A partir de las concentraciones bacterianas ajustadas para cada muestra, se 

realizaron diluciones quíntuples seriadas (-1 hasta -6); se incorporaron 2 ml de la 

solución bacteriana ajustada (1x108 UFC/ml) a 8 ml de SSE. Para cada dilución se 

realizó la medición de absorbancias a 600 nm por triplicado. Entre cada medición 

se realizaron dos enjuagues con etanol al 70% y uno más con agua destilada 

estéril. De igual manera, se realizaron conteos en placa a partir de las soluciones 

bacterianas para corroborar sus concentraciones. 

 

5.3.3 Preparación de inóculo para infección oral 

La preparación de inóculos para la infección oral se realizó con formulaciones 

distintas para los organismos con régimen de alimentación con levadura y sin 

levadura; se realizaron mezclas de acuerdo a la metodología reportada por 

(Stevanovic et al., 2015) con modificaciones, donde los componentes de la mezcla 

variaron de acuerdo a los tratamientos, con extracto de levadura o agua destilada 

estéril, como se indica en el Cuadro 6. 
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Cuadro 6. Composición de mezclas para infección oral 

Componente Tratamientos con Levadura Tratamientos sin Levadura 

Concentración 

bacteriana 

180 ul 180 ul 

Extracto de levadura 60 ul 0 ul 

Agua destilada estéril 0 ul 60 ul 

Azul brillante (1%) 10 ul 10 ul 

Volumen total por 

inóculo 

250 ul 250 ul 

 

Se prepararon mezclas a partir de los tubos 1, 2 y 4 de la solución inicial ajustada 

a 1x108 UFC/ml (S. Typhimurium ATCC 23595 (LT2) y S. Enteritidis ATCC 13076 

y control negativo) indicados en el cuadro 4, con extracto de levadura o agua 

destilada estéril más colorante azul brillante, según se indica en el cuadro 5. Los 

inóculos se depositaron en papel filtro estéril y posteriormente se colocaron en 

viales estériles de acuerdo a la metodología de (Hori et al., 2018). Este 

procedimiento para preparación de inóculos se realizó para todos los ensayos 

posteriores. 

 

5.3.4 Preparación de organismos para infección oral 

Para la infección oral se seleccionaron 150 organismos de los siguientes grupos: 

machos y hembras vírgenes de las estirpes yw y ORR de D. melanogaster bajo 

régimen alimenticio con levadura o alimento estándar (Flystock, 2019) y sin 

levadura (Kutzer et al., 2019). Los organismos se anestesiaron con hielo y se 

colocaron 15 por vial, en tubos vacíos estériles durante 2 h, para generar la 

condición de ayuno. Cada grupo experimental, fue desafiado con dos cepas de S. 
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enterica: S. Typhimurium ATCC 23595 (LT2) y S. Enteritidis ATCC 13076 y se 

utilizó caldo LB estéril para los controles negativos. La preparación de organismos 

para desafíos orales se realizó bajo este procedimiento, para los ensayos 

posteriores. 

 

5.3.5 Protocolo de infección oral 

El protocolo de infección oral se realizó de acuerdo a la metodología empleada por 

(Ferreira et al., 2014), donde los inóculos en el papel estéril se colocaron en viales 

estériles, donde se transfirieron los organismos previamente sometidos a ayuno 

durante dos horas, de acuerdo a lo reportado por (Hori et al., 2018). Los 

organismos permanecieron 2 h en exposición a los inóculos; después de la 

infección oral, se realizó el conteo y la selección de los organismos que 

presentaron tonalidad azul en la región ventral abdominal para su posterior 

análisis. 

Posteriormente, los organismos seleccionados se transfirieron a nuevos viales con 

alimento estéril con y sin levadura, de acuerdo a su régimen alimenticio previo a la 

infección, para realizar posteriores observaciones y evaluaciones (Stevanovic et 

al., 2015). Para realizar dicha selección, los organismos se anestesiaron de 

acuerdo a la metodología 5.1.4. El protocolo de infección oral, se realizó bajo esta 

metodología para los ensayos posteriores. 

 

5.4  Evaluación del comportamiento post-infección 

Entre las medidas que describen el comportamiento y progresión de una 

enfermedad son mortalidad y morbilidad (Hernández & Kim, 2021); estos 

parámetros se midieron en las moscas infectadas conjuntamente con el 

comportamiento del patógeno. Una vez seleccionados los organismos infectados 

(organismos con superficie ventral abdominal con tonalidad azul), se realizaron 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



39 

observaciones y registro de comportamiento relacionados a signos asociados a la 

infección: aletargamiento, ala extendida o dificultad para volar, dificultad para 

escalar y/o caminar, como caracteres descriptivos de la morbilidad; además, se 

registró la mortalidad de los organismos ante la infección; así como la replicación 

del patógeno en el hospedero. 

 

5.4.1 Ensayo de Sobresalto 

La morbilidad se define como el estado de ser sintomático debido a una 

enfermedad o afección (Hernández & Kim, 2021). Para este caso, de acuerdo a la 

metodología de (Gaitanidis et al., 2019), se realizó la evaluación del estado físico 

de los organismos mediante un ensayo de sobresalto a través de la respuesta 

motora individual ante la estimulación mecánica. Esta estimulación fue generada 

mediante 3 – 5 golpes suaves con un lapso de 1 segundo entre cada uno. Los 

organismos de cada desafío oral se sometieron a este ejercicio y se grabaron los 5 

s siguientes a cada estimulación; de esta forma se asignaron puntajes de 

categorización para cada comportamiento de acuerdo con la matriz presentada en 

el Cuadro 7. El ensayo de sobresalto se realizó cada 24 h, durante seis días y los 

conteos se realizaron por triplicado. 
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Cuadro 7. Matriz de categorización para sobresalto 

Puntaje Condición física 

8 Vuelo 

7 Salto 

6 Mosca totalmente capaz de escalar realizando caminata. 

5 Deterioro leve para trepar. 

4 La mosca ha adquirido un déficit para trepar (p.e. arrastra la pierna). 

3 La mosca apenas puede trepar (pocos mm), se cae regularmente de 

la pared del vial. 

2 Dificultad grave para trepar, realiza respuestas inesperadas, camina 

en círculos, coma que dura segundos, agresividad, ataque. 

1 Etapa terminal: Mosca moribunda y en postura de muerte 

(mayormente boca arriba, en decúbito supino). 

Fuente: (Gaitanidis et al., 2019) 

 

5.4.2 Ensayo de Supervivencia  

La mortalidad, relacionada con el número de muertes causadas por el evento 

investigado, puede determinarse con la ausencia de respuesta al estímulo en los 

organismos desafiados o infectados (Hernández & Kim, 2021); además, también 

puede considerarse un indicador del potencial de virulencia que posee el 

patógeno, en este caso, S. enterica. Es por ello que una vez que los organismos 

(hembras y machos vírgenes bajo régimen de alimentación con y sin levadura, de 

las estirpes yw y ORR) se han sometido al desafío oral, se realizó el monitoreo 

con la finalidad de evaluar la supervivencia, de acuerdo a la metodología 

reportada por (Hori et al., 2018), donde se realizaron conteos de los organismos 
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vivos para cada tratamiento. Este ensayo se realizó por triplicado cada 24 h 

durante seis días posteriores a la infección oral, para cada tratamiento. 

 

5.4.3 Ensayo de Replicación  

La interacción entre agentes infecciosos y el sistema inmunológico puede implicar 

la inoculación del patógeno en un hospedero receptivo, la infección exitosa de las 

células “diana” y la replicación del patógeno en células del hospedero (NPG, 

2006). Durante el desarrollo de esta infección, la replicación del patógeno en la 

interacción patógeno – hospedero es un indicador de éxito para S. enterica. Por 

este motivo, es importante monitorear este comportamiento a lo largo de los 

desafíos de infección en D. melanogaster. 

El ensayo de replicación de S. enterica se realizó a los días 0, 2, 4, 6 y 8 

posteriores a la infección oral. Para el conteo de UFC durante el proceso de 

infección oral, los organismos que presentaron la superficie ventral abdominal azul 

fueron depositados en viales con nuevo alimento estéril de acuerdo con el 

procedimiento 5.3.5. Posteriormente, los organismos se anestesiaron y se 

conjuntaron en grupos de tres organismos, cada grupo de tres organismos se 

consideró una muestra. En este ensayo se analizaron 4 muestras por cada 

tratamiento en cada desafío oral. 

Una vez anestesiados, los organismos se colocaron en grupos de tres organismos 

anestesiados en tubos eppendorf, que contenían 500 ul de etanol al 70%, de 

acuerdo a la metodología reportada por (Kutzer et al., 2019), para realizar 

enjuagues de los organismos. De esta manera, se retiró el etanol del primer 

enjuague y se agregó 500 ul de agua destilada estéril para el segundo enjuague, 

posteriormente se retiró el agua destilada estéril y se adicionaron 200 ul de SSF. Dire
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Para los conteos en placa se utilizó la metodología reportada por (Siva-Jothy et al., 

2018), bajo algunas modificaciones: los organismos contenidos en SSF se 

maceraron con pinzas estériles y la mezcla resultante se homogeneizó con vórtex.  

A partir esta mezcla se realizaron microdiluciones seriadas, se tomaron 100 ul de 

la mezcla inicial y se colocaron en 900 ul de SSE, se homogenizó la mezcla 

mediante vórtex y se tomaron nuevamente 100 ul de esta mezcla depositándolos 

en 900 ul de SSE: estas diluciones se realizaron 5 veces. Posteriormente, se 

realizó siembra por goteo (10 ul) en placa XLD + N a partir de la muestra directa 

hasta la quinta dilución, por triplicado. Las placas fueron incubadas a 37 °C 

durante 24 h. Transcurrido este periodo, se realizó conteo de las colonias con 

morfología característica de Salmonella (Siva-Jothy et al., 2018). 

 

5.4.4 Confirmación molecular de S. enterica contenida en D. melanogaster 

durante la infección oral. 

A partir de las colonias recuperadas en el ensayo 3.4.3 se realizó la confirmación 

molecular de Salmonella de acuerdo a la metodología reportada por (Esquivel-

Hernández, 2019); las colonias con morfología característica se inocularon en 

caldo soya tripticaseína y se incubaron durante 24 h a 37 °C. 

Se tomaron 56 muestras al azar y posteriormente, se tomó 1 ml de este cultivo y 

se realizó la extracción de ADN genómico mediante el kit Quick-gDNATM Miniprep. 

Se midió la calidad del ADN extraído mediante el espectrofotómetro NanoDropTM 

2000 y se realizó el ajuste a una concentración de 5ng/ul. 

Se realizó la reacción de PCR para los genes específicos de Salmonella, invA y 

16S rRNA de acuerdo al protocolo estandarizado en el Laboratorio de 

Microbiología Molecular de la UAQ para un volumen de reacción de 17 ul. Las 

condiciones de amplificación se presentan en el Cuadro 8. 
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La reacción se llevó a cabo en un termociclador c1000 Touchcycler Biorad. Se 

realizó electroforesis a los productos resultantes de la reacción, utilizando geles de 

agarosa al 1.5% teñido con bromuro de etidio. Las condiciones de corrida 

electroforética fueron a 90 V durante 30 min. Las bandas amplificadas fueron 

visualizadas mediante un transiluminador de luz UV (Bio-imagen System Pro-

DnR). 

 

Cuadro 8. Condiciones de amplificación para detección de Salmonella 

Fase invA 16S rRNA 

Desnaturalización inicial 94°C / 3min 94°C / 3 min 

Ciclos 35 32 

Desnaturalización 94°C / 30 s 94°C / 20 s 

Alineamiento 57.4 °C / 30 s 53°C / 30 s 

Elongación 72°C / 30 s 72°C / 30 s 

Elongación final 72°C / 5min 72°C / 2 min 

Fuente: (Esquivel-Hernández, 2019) 

 

5.4.5 Ensayo de actividad locomotora 

En D. melanogaster, los ritmos diarios de los fenómenos fisiológicos y de 

comportamiento, conocido como ritmo circadiano, pueden asociarse con 

enfermedad o trastornos; la lectura del comportamiento circadiano estándar 

medida en Drosophila es la actividad locomotora y se realiza mediante un sistema 

de monitoreo (Chiu et al., 2010). El sistema Trikinetics Drosophila Activity 

Monitoring (DAM) se utiliza comúnmente para investigar los ritmos de locomoción 

en Drosophila. Este sistema envía rayos infrarrojos a través del centro de un vial y 
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monitorea la actividad de locomoción analizando el número de interrupciones del 

haz infrarrojo en períodos de 1 a 5 min (Shaw et al., 2018). 

Para realizar este ensayo, se seleccionaron hembras vírgenes de la estirpe ORR 

bajo régimen de alimentación sin levadura; se realizó la selección y preparación de 

organismos de acuerdo con los protocolos previamente descritos. Posteriormente, 

se realizó el desafío oral según el protocolo 5.3.5; las cepas seleccionadas para la 

infección oral son S. Typhimurium como control positivo, dos aislamientos 

recuperados de carne de pollo y caldo LB estéril como control negativo, estos se 

presentan en el Cuadro 5, con n = 8 por tratamiento. Se realizó la selección de 

organismos infectados y estos fueron depositados de manera individual en tubos 

de vidrio Pyrex Glass, que en un extremo contenían alimento estéril y en el otro, 

una tapa de algodón estéril (Woods et al., 2014). 

Este monitoreo se realizó en el Bioterio del Laboratorio donador de los ejemplares 

iniciales de D. melanogaster, utilizados en los ensayos. De acuerdo a (Chiu et al., 

2010), los tubos se colocaron en los monitores de actividad (Trikinetics DAM2); se 

verificó el software y recopilación de datos del sistema DAM. Los organismos 

permanecieron a 25 °C en fase oscura (DD). La locomoción se controló durante un 

mínimo de 3 días después de un período de "asentamiento" de 24 h (Shaw et al., 

2018) y los datos recolectados en código binario por el Sistema DAM, fueron 

procesados por el software Shyni-R-DAM. 

 

5.4.6 Análisis estadísticos 

Todos los datos cuantitativos se obtuvieron a partir de tres ensayos independientes, 

considerando a cada individuo como unidad experimental para los ensayos de 

infección oral, supervivencia, sobresalto y actividad locomotora. Sin embargo, para los 

ensayos de replicación del patógeno en el hospedero, la unidad experimental 

corresponde a un grupo de tres organismos. Asimismo, los resultados son reportados 

por medio de un ANOVA comparando las medias ± la desviación estándar del error, 
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en los ensayos de infección oral (consumo de inóculo), replicación y sobresalto. Se 

realizó prueba de comparación de medias Fisher en los ensayos de consumo de 

inóculo y comparación de medias de Tukey para los ensayos de replicación y 

sobresalto. Para los ensayos de supervivencia, se utilizó la prueba de Mantel-Cox y el 

ANOVA unidireccional ordinario de los datos, para determinar los valores de p. Las 

diferencias se consideran estadísticamente significativas si el valor de p < 0.05. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1 . Establecimiento del modelo de infección 

Anteriormente se han reportado estudios sobre el uso de D. melanogaster como 

sistema modelo para ensayos de infección con Salmonella. En nuestro caso, esta 

investigación aborda la caracterización de las estirpes silvestres como referencia 

en la infección oral, ya que en otras investigaciones reportadas se emplean cepas 

mutantes de D. melanogaster, susceptibles a la infección (Khalil et al., 2015; Pava-

Ripoll et al., 2015). Además, se busca dilucidar si una nueva dieta sin levadura 

podría ser consumida por las moscas o si los ingredientes, principalmente la 

levadura, en la formulación del alimento podría influir en el mantenimiento de los 

organismos o en la infección oral (Hoang et al., 2015). Lo anterior debido a que se 

ha reportado que algunas adhesinas en Saccharomyces cerevisiae pueden 

favorecer el proceso de adhesión celular de S. enterica (Gut et al., 2018). 

De esta forma, en el primer desafío se evaluó el número de organismos bajo 

régimen de alimentación con y sin levadura de las estirpes yw y ORR que fueron 

capaces de consumir los inóculos de S. Typhimurium y S. Enteridis. Durante el 

análisis de los organismos bajo régimen de alimentación con levadura [Lev (+)] y 

sin levadura [Lev (-)] que consumieron los inóculos en papel filtro con bacterias 

[Bact (+)] y sin bacterias [Bact (-)], se observó que la dieta no tiene un efecto sobre 

el consumo de inóculo (p > 0.05); por lo tanto, es viable el uso de alimento Lev (+) 

y Lev (-) en el sistema modelo D. melanogaster. De igual manera, se observa que 

aproximadamente el 75% de los organismos consumieron los inóculos Bact (+) y 

Bact (-) (Gráfica 1), lo que indica que los niveles de consumo de inóculo son los 

esperados, de acuerdo al estudio de Hori et al. (2018) quien reportó un consumo 

de inóculo cercano al 80% para la infección oral con enterobacterias utilizando 

papel filtro. Dire
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Gráfica 1. Consumo de inóculo por régimen alimenticio 

El eje Y indica los porcentajes de la población que ingirieron el inóculo, las barras 

azules refieren al régimen alimenticio con levadura y las barras rojas al régimen 

alimenticio sin levadura, las barras intermitentes refieren a inoculo sin bacteria 

para ambas dietas. No se observa diferencia estadística significativa entre los 

tratamientos (p > 0.05). 

Por otra parte, existe evidencia que documenta la capacidad de D. melanogaster 

para detectar metabolitos producidos por algunos patógenos como Salmonella, y 

de esta manera, repeler y evitar su ingesta, o en su defecto inducir respuestas 

inmunitarias tempranas en el hospedero (Capo et al., 2016; Keesey et al., 2017). 

Es por ello que se evaluó el número de organismos de ambas estirpes (yw y ORR) 

que fueron capaces de consumir los inóculos bacterianos de S. Typhimurium y S. 

Enteritidis una vez que se sometieron a un proceso de ayuno (Hori et al., 2018). 

En el consumo de S. Typhimurium (Gráfica 2) por la estirpe yw se observa que 

más del 80% de los organismos consumieron el inóculo que contiene bacterias y 

no se observan diferencias estadísticas significativas respecto al control (p > 0.05). 

Asimismo, para la estirpe ORR se observa que aproximadamente el 80% de 
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organismos consumieron el inóculo con bacterias y no se observan diferencias 

estadísticas significativas respecto al control (p > 0.05). 

 

Gráfica 2. Consumo de inóculo S. Typhimurium por estirpe. 

A) estirpe yw, B) estirpe ORR. Las barras sólidas corresponden a consumo de 

inóculo que contiene bacterias; barras con líneas intermitentes, controles 

negativos, inóculo sin bacterias. No se observa diferencia estadística significativa 

para estos tratamientos (p > 0.05) en ambas estirpes. 

De igual forma, se observó un efecto similar en el consumo de inóculo que 

contenía S. Enteritidis (Gráfica 3). En la estirpe yw se observa que 

aproximadamente el 80% de los organismos consumieron el inóculo que contiene 

bacterias y no se observan diferencias estadísticas significativas respecto al 

control (p > 0.05). Lo mismo sucede para la estirpe ORR, donde se observa que 

aproximadamente 80% de los organismos consumieron el inóculo con bacterias y 

no se observan diferencias estadísticas significativas respecto al control (p > 0.05). 
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Gráfica 3. Consumo de inóculo S. Enteritidis por estirpe. 

A) estirpe yw, B) ORR. Las barras sólidas corresponden a consumo de inóculo 

que contiene bacterias; barras con líneas intermitentes, controles negativos, 

inóculo sin bacterias. No se observa diferencia estadística significativa para estos 

tratamientos (p > 0.05) en ambas estirpes. 

De esta manera, se puede decir que es viable el mantenimiento de las estirpes yw 

y ORR bajo régimen alimenticio sin levadura como lo sugiere Grangeteau et al. 

(2018) que reporta sobrevivencia (durante 40 días) en aproximadamente el 90% 

de organismos D. melanogaster con dieta sin levadura. Por otro lado, se pude 

decir que no hay rechazo en el consumo de Salmonella presente en el inóculo, lo 

que contrasta con lo reportado por Soldano et al. (2016), que señala la evitación 

gustativa del LPS en D. melanogaster; sin embargo, Keesey et al. (2017) reporta 

que los organismos de la estirpe silvestre de D. melanogaster se sienten 

significativamente más atraídas por moscas infectadas por enterobacterias en 

comparación con moscas sanas atribuyendo este efecto a señales olfativas entre 

los organismos. Por último, puede sugerirse que los niveles de organismos con 

ingesta de bacterias son los esperados de acuerdo a lo reportado por (Hori et al., 

2018) (80% de la población consume inóculos contenidos en papel filtro). Además, 

que el régimen de alimentación previo a la infección oral en D. melanogaster no 

afecta el consumo de inóculo cuando los organismos se han sometido a ayuno. 
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Sin embargo, se desconoce si las dietas con levadura y sin levadura tienen efecto 

en la invasión de S. enterica en D. melanogaster (Howick & Lazzaro, 2014), por lo 

que se debe continuar con la realización de estudios que permitan determinar tal 

efecto. 

 

6.2  Evaluación de condiciones para la infección oral 

A partir del establecimiento del modelo se estandarizó la vía de infección oral con 

S. enterica en las estirpes yw y ORR de D. melanogaster. Se sugiere que la 

inoculación a través del papel filtro es factible para la infección oral; además se 

comprobó que D. melanogaster no rechaza el consumo de S. enterica y que el 

régimen alimenticio no influye en el consumo de inóculo que contiene bacterias. 

Sin embargo, existe evidencia que señala que la adhesión de S. Typhimurium con 

levaduras se asocia a la presencia de adhesinas y receptores específicos de 

manosa, como las fimbrias en las paredes celulares de Salmonella, que pueden 

unirse a la manosa de las paredes celulares de las levaduras mediante mosaicos 

de proteínas en la superficie de las paredes celulares y que participan en el 

desarrollo, simbiosis y patogenia de esta bacteria (Gut et al., 2018), razón por la 

que se desconoce si la dieta (Lev +/-) de D. melanogaster influye en la replicación 

de S. enterica (Howick & Lazzaro, 2014) una vez que el patógeno ha ingresado al 

tracto intestinal del hospedero. 

 

6.2.1 Relación entre la dieta previa a la infección oral y la susceptibilidad en 

D. melanogaster ante el desafío con S. enterica 

Para este ensayo se seleccionaron 8 grupos de 150 organismos cada uno, bajo 

régimen de alimentación Lev (+) y Lev (-), machos y hembras de las estirpes yw y 

ORR. En este desafío se descartaron los machos y hembras de las estirpe yw  

bajo régimen de alimentación Lev (+), debido a que se observó reducción en el 
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nivel reproductivo bajo las condiciones del laboratorio estandarizadas; resultando 

de esta manera 6 grupos de organismos para el ensayo. Se realizaron tres rondas 

de infección, de acuerdo con la metodología del apartado 5.3.5 donde se 

colocaron 10 organismos por cada vial, en 5 viales para cada tratamiento; los 

tratamientos son S. Typhimurium, S. Enteritidis y Caldo L – B estéril como control 

negativo. El ensayo se realizó por cuadruplicado de manera independiente. El 

experimento tuvo una duración de 8 días, y las mediciones de UFC se realizaron 

cada 48 h, es decir, a los días 0, 2, 4, 6 y 8 días posteriores a la infección, 

empleando un vial independiente para cada día de medición. Los conteos de UFC 

se realizaron agrupando los organismos en muestras de 3 mosquitas: para cada 

tratamiento se obtuvieron 4 réplicas, generando un total de 96 muestras para cada 

día de conteo. 

Se evaluó si la dieta previa a la infección oral tiene efecto en la replicación del 

patógeno en el hospedero; en general, se pudo observar que tanto en el desafío 

con S. Enteritidis como en el desafío con S. Typhimurium, se recuperaron mayores 

conteos de UFC (> 5 log10 UFC/muestra) para los organismos bajo régimen de 

alimentación previo a la infección Lev (-) a partir de la hora 0 posterior a la 

infección oral (Gráfica 4). 

Respecto al desafío con S. Enteritidis, se observa que existe diferencia estadística 

significativa entre las dietas Lev (+) y Lev (-) en los días 0, 2 y 8 posteriores a la 

infección (p < 0.05), presentando mayores recuentos de este serotipo de 

Salmonella en los organismos bajo régimen de alimentación Lev (-) (> 5 – 12 

UFC/muestra) que en los organismos bajo régimen de alimentación Lev (+) (ALD – 

11 log10 UFC/muestra). Por otro lado, en los organismos desafiados con S. 

Typhimurium, existe diferencia estadística significativa entre ambas dietas a los 

días 0, 4, 6 y 8 posteriores a la infección oral (p < 0.05); de la misma forma, se 

presentan mayores recuentos en los organismos bajo régimen de alimentación 

previo a la infección oral sin levadura, Lev (-) (> 5 – 11 UFC/muestra) que en los 

organismos con Lev (+) (ALD – 11 log10 UFC/muestra); puede observarse 
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también que en este desafío al día 8 posterior a la infección oral, los conteos de 

UFC son muy similares (~11 log10 UFC/muestra) entre los organismos para 

ambos dietas previas a la infección oral. 

 

 

Gráfica 4 Replicación del patógeno en el hospedero de acuerdo con régimen 
alimenticio de D. melanogaster 

Comparación por régimen alimenticio previo al desafío oral Lev (+) y Lev (-) en 

infección con A) S. Enteritidis y B) S. Typhimurium. Líneas verdes corresponden 

Lev (+); líneas naranjas a Lev (-). Los controles (líneas amarillas y azules) 

corresponden a inóculo con caldo LB estéril. ALD: Abajo del Límite de 

Detección=1000 células/muestra. Experimentos realizados por triplicado. 

*Diferencia estadística significativa (p < 0.05). 

Para evaluar el efecto de la dieta sobre la infección oral en D. melanogaster, 

también se realizó el ensayo de supervivencia, mediante el monitoreo de 

organismos vivos cada 24 h a lo largo de la infección (Gráfica 5). En este análisis 

pudo observarse un comportamiento similar en la sobrevivencia (> 75%) de los 

organismos bajo régimen de alimentación Lev (+) y Lev (-) previo a la infección 

oral. Mediante el análisis de Mantel – Cox, no se observa diferencia estadística 

significativa (p < 0.05); entre la supervivencia de organismos infectados bajo 
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régimen de alimentación Lev (+) previo a la infección y con los organismos 

infectados y con régimen de alimentación Lev (-) previo a la infección oral; lo que 

sugiere que la dieta previa a la infección oral no tiene efecto en la sobrevivencia 

de D. melanogaster para las estirpes yw y ORR cuando son desafiadas con S. 

enterica. 

 

Gráfica 5. Efecto de la dieta en la supervivencia de D. melanogaster ante el 
desafío oral. 

Comparación por régimen alimenticio previo a la infección oral Lev (+) y Lev (-). 

Línea amarilla corresponde a alimento Lev (-), mientras que la línea azul 

corresponde al alimento Lev (+). No existe diferencia estadística significativa en 

análisis de supervivencia de Mantel-Cox (p > 0.05). 

En conjunto, estos resultados sugieren que el régimen alimenticio previo a la 

infección oral no tiene efecto en la supervivencia de las estirpes yw y ORR de D. 

melanogaster (p > 0.05); sin embargo, dichas dietas sí pueden tener efecto en la 
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replicación del S. enterica en el hospedero a lo largo de la infección (p < 0.05), lo 

que coincide con lo reportado por (Eleftherianos et al., 2014) en desafíos de 

infección con E. coli. Esto puede deberse a que en los organismos bajo dieta 

complementada con levadura, la adhesión de S. enterica se da con las paredes de 

las células de la levadura limitando de esta manera la internalización e infectividad 

del patógeno, ya que la levadura no se une al tracto gastrointestinal y puede ser 

excretada en heces (Hatoum et al., 2012; Stier & Bischoff, 2017). Por otra parte, 

en el caso de los organismos con dieta sin levadura previa a la infección, puede 

sugerirse que la replicación de S. enterica se mostró favorecida debido a que el 

cambio de dieta puede afectar o reducir la microbiota de D. melanogaster, misma 

que se considera barrera de defensa contra patógenos (Apidianakis & Rahme, 

2009; Padilla, 2016). 

 

6.2.2 Relación entre las estirpes yw y ORR y la susceptibilidad del 

hospedero ante la infección oral con S. enterica 

En el análisis para evaluar si la estirpe tiene efecto en la replicación de S. enterica 

en D. melanogaster, se pudo observar que tanto en el desafío con S. Enteritidis 

como en el desafío con S. Typhimurium, se recuperaron mayores conteos de UFC 

para la estirpe ORR (> 4 log10 UFC/muestra) a partir del día 0 posterior a la 

infección oral (Gráfica 6). 

En el desafío con S. Enteritidis, se observa que existe diferencia estadística 

significativa entre la estirpe yw y ORR a lo largo de 8 días posteriores a la 

infección oral (p < 0.05), presentando mayores recuentos de este serotipo de 

Salmonella en la estirpe ORR (> 4 – 12 log10 UFC/muestra) que en la estirpe yw 

(ALD – 10 log10 UFC/muestra). Sin embargo, en el desafío con S. Typhimurium, 

existe diferencia estadística significativa entre ambas estirpes a los 0, 2 y 8 días 

posteriores a la infección oral (p < 0.05), presentando recuentos muy similares en 

los días 4 y 6 de infección (p > 0.05). En este caso, de manera similar al desafío 
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con S. Enteritidis, la estirpe ORR (6 – 12 log10 UFC/muestra) también presentó 

mayores recuentos que yw (ALD – 10 log10 UFC/muestra). Estos resultados 

coinciden con lo reportado por (Eleftherianos et al., 2014), donde las estirpes ORR 

y yw presentaron un mayor crecimiento de enterobacterias en comparación con 

otras estirpes en evaluación. El efecto de la estirpe en la replicación de S. enterica 

(p < 0.05) puede asociarse a la presunta reducción en la melanización ante 

patógenos que presenta la estirpe de referencia (Massey, 2019). 

 

 

Gráfica 6. Replicación del patógeno en el hospedero. Comparación por 
estirpes yw y ORR. 

Infección con A) S. Enteritidis y B) S. Typhimurium. Líneas amarillas corresponden 

a estirpe yw; líneas rojas a ORR. Los controles corresponden a inóculo con LB 

estéril. ALD: Abajo del Límite de Detección=1000 células/muestra. Experimentos 

realizados por triplicado. *Diferencia estadística significativa (p < 0.05). 

Por otra parte, en el ensayo de supervivencia se realizaron conteos de los 

organismos sobrevivientes después de la infección oral, cada 24 h, a partir del día 

0 y hasta el día 8. En este ensayo se observó un comportamiento similar en la 

sobrevivencia (> 75%) tanto en la estirpe yw (estirpe 1) como en ORR (estirpe 2) 

(Gráfica 7). En esta comparación no hay diferencia estadística significativa con el 
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análisis de Mantel – Cox (p > 0.05); estos resultados coinciden con el reporte de 

(Eleftherianos et al., 2014) donde los organismos infectados con E. coli mediante 

microinyección presentaron una supervivencia superior al 70% de la población 

infectada en las estirpes yw y ORR. Esto sugiere que la estirpe no tiene efecto en 

la sobrevivencia del hospedero ante la infección con S. enterica (p > 0.05); por lo 

tanto, ambas estirpes de D. melanogaster son viables para ensayos de 

supervivencia en desafíos de infección oral con S. enterica. 

 

Gráfica 7. Análisis de supervivencia. Comparación por estirpe. 

Estirpe 1: Línea amarilla corresponde a estirpe yw; estirpe 2: Línea azul, ORR. No 

existe diferencia estadística significativa (p > 0.05) con análisis de supervivencia 

de Mantel –Cox. 
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6.2.3 Relación entre el sexo de D. melanogaster y su susceptibilidad en la 

infección oral con S. enterica 

En el análisis para evaluar si el sexo (macho/hembra) tiene un efecto en la 

replicación de S. enterica en D. melanogaster (Gráfica 8), se pudo observar que 

en los organismos con régimen de alimentación previa a la infección oral Lev (+), 

la replicación de Salmonella es evidente en hembras desde el día 0 posterior al 

desafío oral (> 6 log10 UFC/muestra), mientras que en machos, tal replicación es 

revelada hasta el día 2 posterior a la infección oral (> 6 log10 UFC/muestra). Se 

observa diferencia estadística significativa en los días 0, 2, 4, 6, y 8 posterior a la 

infección oral (p < 0.05). 

 

Gráfica 8. Replicación del patógeno en el hospedero. Comparación por sexo 
en ORR 

Organismos bajo régimen de alimentación A) Lev (+) y B) Lev (-). Línea azul 

machos; línea roja, hembras. Los controles corresponden a inóculo con caldo LB 

estéril. ALD: Abajo del Límite de Detección=1000 células/muestra. Experimentos 

realizados por triplicado. *Diferencia estadística significativa (p < 0.05). 

 Respecto a los organismos con régimen de alimentación previa a la infección oral 

Lev (-), la replicación de S. enterica es notable tanto en machos (> 5 log10 

UFC/muestra) como en hembras (> 6 log10 UFC/muestra) a partir del día 0 

posterior a la infección. Sin embargo, solo se observa diferencia estadística 
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significativa en los días 0 y 2 posterior a la infección oral (p < 0.05). Las cargas del 

patógeno en hembras oscila entre ~5 y ~12 log10 UFC/muestra; en machos esta 

carga oscila entre ALD a ~11 log10 UFC/muestra, resultados que coinciden con lo 

reportado por (Belmonte et al., 2020), donde las hembras presentan mayores 

cargas bacterianas que los machos en desafíos con enterobacterias. 

Además, en este ensayo de supervivencia (Gráfica 9) se presenta una mayor 

sobrevivencia en machos (> 80%) en comparación con hembras (< 75%). En el 

análisis de Mantel – Cox se observa que hay diferencia estadística significativa 

entre las supervivencias de machos y hembras (p < 0.05); por lo tanto, el sexo de 

los organismos desafiados sí tiene un efecto en la susceptibilidad del hospedero.  

 

 

Gráfica 9. Análisis de supervivencia. Comparación por sexo 

La línea amarilla corresponde a machos (sexo 1), mientras que la línea azul 

corresponde a hembras (sexo 2). Se observa diferencia estadística significativa 

entre sexos (p < 0.05) por análisis de supervivencia de Mantel-Cox. 
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Estos resultados que concuerdan con los reportes de (Kutzer et al., 2019; 

Belmonte et al., 2020), que señalan a las hembras de D. melanogaster como los 

organismos más susceptibles ante infecciones por enterobacterias patógenas. Tal 

efecto puede atribuirse al genotipo del hospedero y al costo de respuesta 

inmunitaria que representa para las hembras en etapa reproductiva (Contreras-

Garduño et al., 2014). 

 

6.2.4 Efecto del inóculo de S. enterica en la susceptibilidad D. melanogaster 

en la infección oral 

Finalmente, en la evaluación de condiciones durante los desafíos orales se evaluó 

también el efecto de los inóculos de S. enterica en la interacción patógeno–

hospedero (Gráfica 10). Puede observarse un comportamiento muy similar en la 

replicación de las dos cepas de Salmonella durante el transcurso del ensayo, del 

día 0 al 8 posterior al desafío oral (ALD - ~10 log10 UFC/muestra). En el día 0 

puede observarse la replicación de S. Typhimurium por encima del límite de 

detección (> 3 log10 UFC/muestra); mientras que S. Enteritidis se evidencia a 

partir del día 2 posterior a la infección (> 3 log10 UFC/muestra). Para el día 8, en 

ambas cepas se alcanzó > 10 log10 UFC/muestra. Sólo se observó diferencia 

estadística significativa al día 6 posterior a la infección oral (p < 0.05). 

No obstante, en el ensayo de supervivencia, existe un efecto en la supervivencia 

de los organismos desafiados con las cepas de S. enterica (p < 0.05); se observa 

menor supervivencia de los organismos infectados con S. Typhimurium (< 75%) 

que los organismos infectados por S. Enteritidis (> 80%); el control negativo 

presentó una supervivencia cercana al 90% de la población (Gráfica 11). Estos 

resultados coinciden con lo reportado por Brandt et al. (2004), donde reporta que 

S. enterica, inoculada en D. melanogaster mediante microinyección, es capaz de 

provocar mortalidad en las moscas a partir cargas bacterianas muy bajas (1x104 – 
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1x105 UFC), y estas mortalidades pueden generarse en un plazo de 7 a 9 días 

cuando los organismos son resistentes a dicha infección. 

 

 

Gráfica 10. Replicación del patógeno en el hospedero. Comparación por 
inóculo 

Los símbolos en círculo corresponden a S. Enteritidis; cuadrados a S. 

Typhimurium y triángulos al control (inóculo con caldo LB estéril). ALD: Abajo del 

Límite de Detección = 1000 células/muestra. Experimentos realizados por 

triplicado. *Diferencia estadística significativa (p < 0.05). 

A partir de los ensayos realizados en esta sección y para estudiar las 

interacciones patógeno–hospedero con cepas recuperadas de carne de pollo, se 

decidió realizar los ensayos posteriores con organismos, machos y hembras 

vírgenes, de la estirpe ORR bajo régimen de alimentación Levadura (-). Además, 

se seleccionó la cepa S. Typhimurium como control positivo. 
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Gráfica 11. Análisis de supervivencia. Comparación por inóculo en desafío 
de infección 

La línea rosa corresponde S. Enteritidis; línea verde a S. Typhimurium; línea azul 

caldo LB (control). En el análisis de supervivencia de Mantel-Cox se observa 

diferencia estadística significativa en la comparación por inóculos empleados en el 

desafío oral (p < 0.05).  

 

6.3  Confirmación molecular de Salmonella recuperada en los desafíos orales 

Para la confirmación molecular de Salmonella contenida en el hospedero durante 

la infección, se buscó la amplificación del gen 16S rRNA (Figura 3) y del gen invA 

(Figura 4), con tamaño de amplicón de ~402pb (pares de bases) y ~437pb 

respectivamente. Se consideraron positivas a Salmonella únicamente aquellas 

muestras que presentaron amplificaciones para ambos genes (55/56). Esto 

demuestra que a partir del día 0 hasta el día 8 posterior a la infección oral, en los 

ensayos de replicación, se lograron recuperar aislamientos de S. enterica, 
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provenientes de la interacción patógeno–hospedero en los ensayos con D. 

melanogaster (Anexo IV). 

 

Figura 3. Gen 16S rRNA. Amplificación ~402 pb 

 

Figura 4. Gen invA. Amplificación ~437 pb. Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



63 

6.4 . Efecto de la virulencia de S. enterica en la enfermedad de ORR 

Se diseñó un ensayo con la finalidad de evaluar el potencial de virulencia de dos 

cepas de S. enterica, serotipo Newport, recuperadas de carne de pollo en punto 

de venta. Estos aislamientos se caracterizan por no presentar en su genoma la 

SPI-2 y difieren en la presencia y ausencia de SPI-1 (Cuadro 5). En primera 

instancia, pudo observarse que la replicación de las cepas de Salmonella en el 

desafío presenta un comportamiento similar a lo largo de los 8 días de infección 

(Gráfica 12); es posible cuantificar UFC a partir del día 0 posterior a la infección 

oral tanto en machos (5 log10 UFC/muestra) como en hembras (> 5 log10 

UFC/muestra). En machos se observa diferencia estadística significativa (p > 0.05) 

en los días 2 y 4 posteriores a la infección oral, alcanzando un máximo recuento 

de ~7 log10 UFC/muestra.  

 

Gráfica 12. Replicación de S. enterica en ORR 

Replicación en A) machos y B) hembras. La línea roja corresponde a S. 

Typhimurium, línea azul a S1: S. Newport (+ SPI-1), línea morada a S2: S. 

Newport (- SPI-1) y línea café a control negativo (sin bacterias). ALD: Abajo del 

Límite de Detección = 1000 células/muestra. Experimentos realizados por 

triplicado. *Diferencia estadística significativa (p < 0.05). 

Por otra parte, en hembras, se observa diferencia estadística significativa (p < 

0.05) en los días 6 y 8 posterior a la infección oral, de manera que se presentan 
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mayores conteos para S. Typhimurium (8 log10 UFC/muestra); en las cepas S1: S. 

Newport (+ SPI-1) y S2: S. Newport (- SPI-1) los conteos son < 7 log10 

UFC/muestra. Se presume también que la carga bacteriana de S. Newport (- SPI -

1) disminuye a partir del día 6 posterior a la infección oral en hembras. 

El análisis de supervivencia demuestra que existe un efecto de las cepas de S. 

enterica en la susceptibilidad de ORR (p < 0.001). Se observa menor 

supervivencia de organismos infectados con S. Typhimurium (~60%), seguida de 

los organismos infectados con S. Newport (+ SPI-1) (> 60%); la sobrevivencia de 

los organismos infectados por S. Newport (- SPI-1) fue cercana al 80% y el control 

negativo presentó una supervivencia cercana al 90% de la población (Gráfica 13). 

 

Gráfica 13. Análisis de supervivencia en ORR 

Línea rosa corresponde a S. Typhimurium; línea verde, S1: S. Newport (+ SPI-1); 

línea azul, S2: S. Newport (- SPI-1); línea morada control negativo (inóculo sin 

bacterias). Se observa diferencia estadística significativa entre tratamientos 

mediante análisis de supervivencia de Mantel-Cox (p < 0.001). 
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Para evaluar el efecto de la virulencia de S. enterica en la susceptibilidad de ORR, 

se realizó un ensayo de sobresalto con la finalidad de monitorear respuesta al 

estímulo por parte de los hospederos durante la enfermedad, considerados 

biomarcadores de susceptibilidad (Gráfica 14). Los resultados del análisis de 

sobresalto indican que hay un efecto en la respuesta de los organismos infectados 

con las cepas de S. enterica en comparación con el control (p < 0.05). Se observó 

una menor respuesta al estímulo en los organismos infectados con S. Newport (+ 

SPI-1) tanto en machos (~63%) como en hembras (~58%) respecto a los controles 

(> 90%), siendo las hembras quienes presentaron menor respuesta al estímulo (< 

5%) en comparación con los machos. En orden ascendente en la cuantificación de 

la geotaxis se encuentran los organismos infectados con S. Typhimurium machos 

(65%) y hembras (~62%). Por último, los organismos infectados con la cepa S. 

Newport (- SPI-1) presentaron una mayor respuesta al estímulo siendo los machos 

(~69%) menos afectados que las hembras (~66%). Además, se ve reducida la 

respuesta al estímulo en el día 6 de la infección en los organismos infectados (> 

50%) respecto al control. 

 

Gráfica 14. Respuesta de sobresalto por día posterior a la infección oral 

Se presentan ponderaciones acumuladas en la respuesta al estímulo por día para 

cada tratamiento. *Diferencia estadística significativa (p < 0.05). 
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Los biomarcadores de susceptibilidad fueron evaluados en machos y hembras 

ORR, bajo régimen de alimentación Lev (-), en la interacción patógeno-hospedero. 

Estos resultados indican que en la capacidad de vuelo se observó diferencia 

estadística significativa (p < 0.05) entre machos y hembras infectadas con 

respecto a los controles (Figura 5A), siendo las hembras desafiadas con S. 

Typhimurium quienes presentaron menor respuesta a este estímulo (10%) y los 

machos control, los que presentaron mayor capacidad de vuelo (50%). En la 

capacidad de salto, se observa el mismo efecto (p < 0.05), donde las hembras 

desafiadas con S. Typhimurium presentaron menor respuesta al estímulo (20%) y 

las hembras control mayor capacidad de salto (60%) (Figura 5B). Respecto a la 

capacidad para escalar (Figura 5C), se observa diferencia estadística significativa 

(p < 0.05) entre desafíos, donde los machos infectados con S. Typhimurium 

presentaron menor capacidad de escalar (10%), y mayor porcentaje de las 

hembras control presentaron esta condición física (> 60%). En general, estas 

condiciones consideradas como comportamiento normal (organismos sanos) se 

vieron reducidas en organismos infectados, en comparación con los controles sin 

bacterias. 

Por otra parte, las respuestas asociadas a enfermedad a parecieron después del 

día 1 posterior a la infección; en la condición de deterioro leve se pudo observar 

que existe diferencia estadística significativa (p < 0.05) entre los organismos 

desafiados con alguna cepa de Salmonella y los controles sin bacterias (Figura 

5D), siendo los machos desafiados con S. Newport (-SPI-1) los que presentaron 

mayormente esta condición (30%). En cuanto al déficit para trepar, los machos 

con S. Typhimurium presentaron mayormente esta condición (> 30%), mientras 

que en hembras y machos sin bacterias, no se observó está condición física 

(Figura 6A). Respecto a la caída regular (Figura 6B), pudo observarse diferencia 

estadística significativa (p < 0.05), donde machos infectados con S. Typhimurium y 

S. Newport (+ SPI-1), presentaron mayormente esta condición (> 40%) respecto a 
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los demás tratamientos y no se observó esta respuesta en machos y hembras 

control. 

Finalmente, en las características asociadas al estado de gravedad en general, 

aparecieron entre el día 2 y 5 posterior a la infección oral; no se observó diferencia 

estadística significativa entre los organismos infectados (p > 0.05), siendo las 

hembras infectadas con S. Newport (+ SPI-1) las que presentaron 

mayoritariamente esta condición (> 12%) (Figura 6C). En cuanto a la etapa 

terminal, se observó un efecto similar a la condición anterior (p > 0.05), donde las 

hembras con S. Newport (+ SPI-1), presentaron mayormente esta condición (> 

12%) (Figura 6D).Estos resultados sugieren que tanto en los machos como 

hembras ORR de este ensayo, las cepas que provocaron más respuestas 

asociadas a la enfermedad son S. Newport (+ SPI-1) y S. Typhimurium.  

En conjunto, los resultados de replicación de las cepas S. enterica en ORR, y la 

respuesta de sobresalto y sobrevivencia, como biomarcadores de susceptibilidad o 

no susceptibilidad en la interacción patógeno-hospedero (Apidianakis & Rahme, 

2009), nos permitieron determinar el potencial de virulencia de las cepas 

recuperadas de carne de pollo empleadas en este estudio.  

La cepa de S. Typhimurium utilizada en este ensayo, posee en su genoma a SPI-1 

y SPI-2 y presentó mayores índices de replicación (8 log10 UFC/muestra), y 

mortalidad (> 40% de la población) en el hospedero a los 6 días posteriores a la 

infección; comportamiento similar a lo reportado por (Brandt et al., 2004) donde se 

presenta el mayor índice de replicación y mortalidad en un desafío por 

microinyección en D. melanogaster con una cepa de S. Typhimurium con estas 

características. Este efecto puede atribuirse a los genes contenidos en la SPI-1, 

principalmente el T3SS, que son necesarios para la invasión en los enterocitos del 

hospedero evaluado en modelos in vivo (Lou et al., 2019; Zhang et al., 2019); 

además, los genes contenidos en la SPI-2 son indispensables para la replicación 

de este patógeno en la SCV, de acuerdo a estudios con modelos in vivo (Figueira 
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et al., 2013; Jennings et al., 2017). En combinación, SPI-1 y SP1-2, contribuyen a 

la inflamación de la mucosa, favoreciendo la patogenicidad de S. enterica 

(Hapfelmeier et al., 2005), categorizándola como altamente virulenta ya que 

representa una amenaza potencial de enfermedad (Andesfha et al., 2019). 

 

 

Figura 5. Respuesta de sobresalto en ORR 

Ensayo realizado en machos y hembras bajo régimen de alimentación Lev (-). 

Condición física: A) capacidad de vuelo, B) capacidad de salto, C) capacidad para 

escalar, D) deterioro leve para trepar. Letras diferentes indican significancia 

estadística (p < 0.05). 

La cepa S1 (+SPI-1) corresponde al serotipo Newport y en su genoma contiene la 

SPI-1, pero no contiene la SPI-2. Esta cepa presentó el menor índice de 

replicación (< 7 log10 UFC/muestra) pero el mayor índice de morbilidad (> 60% de 

la población presenta características de la enfermedad y el 30%, respuestas 

asociadas a estado de gravedad), resultado similar al reportado por Brandt et al., 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



69 

(2004), donde la cepa con SPI-1 (1.5x104 UFC/mosca) presenta menor 

crecimiento que S. Typhimurium (2x105 UFC/mosca) en el hospedero a los 7 días 

posteriores a la infección. Además, se ha reportado que SPI-1 puede contribuir a 

la colonización en intestino y bazo en modelos in vivo (Dieye et al., 2009). Los 

biomarcadores de susceptibilidad en la interacción patógeno-hospedero de este 

desafío pueden considerarse causantes de enfermedad sistémica y atribuirse a la 

SPI-1 ya que a través de esta isla de patogenicidad, la bacteria puede ingresar a 

la célula; sin embargo, una de las funciones de SPI-2 es inhibir la formación del 

fagolisosoma para evitar la eliminación de la bacteria, y al no estar presente la 

SPI-2, el patógeno puede ser procesado por las células de defensa del hospedero 

y de esta manera presentar menor índice de replicación e incrementar los efectos 

de morbilidad (Velasco-Carrillo et al., 2019; Zhang et al., 2019). 

 

Figura 6. Respuesta de sobresalto en ORR (continuación) 

Ensayo realizado en machos y hembras bajo régimen de alimentación Lev (-). 

Condición física: A) Déficit para trepar, B) caída regular, C) Estado de gravedad, 

D) Etapa terminal. Letras diferentes indican significancia estadística (p < 0.05). 
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Por otro lado, la cepa S1 (-SPI-1) también corresponde al serotipo Newport pero 

en su genoma no posee SPI-1 ni SPI-2. En el desafío oral, a diferencia de las 

otras cepas, este aislamiento provocó la menor mortalidad (~20%) y la menor 

morbilidad (<60% de la población presentó características de la enfermedad y solo 

el 20% presentó respuestas asociadas a estado de gravedad). Estos resultados 

son esperados de acuerdo al estudio de (Dieye et al., 2009), donde reporta que las 

bacterias con mutación en SPI-1 fueron treinta veces menos invasivos que 

aquellas con SPI-1. Estos biomarcadores de susceptibilidad pueden sugerir que 

las características que presenta esta cepa, pueden causar una enfermedad 

entérica y no sistémica, como lo reporta (Velasco-Carrillo et al., 2019) en un 

estudio donde señala que las cepas con mutación en la SPI-1 y SPI-2 perdieron la 

capacidad de producir enfermedad sistémica en un modelo in vivo a los 4 días de 

la infección. En contraste con estos resultados, estudios recientes han demostrado 

que S. enterica tiene la capacidad de causar enfermedad entérica de una manera 

independiente a SPI-1 en modelos de infección in vivo (Hapfelmeier et al., 2005; 

Howe et al., 2017). Estos resultados sugieren que la infección no depende 

únicamente de SPI-1 y SPI-2 (Morrison et al., 2012) y que S. enterica puede 

utilizar vías alternas, como CD18 o adhesinas codificadas por la SPI-4, para 

favorecer su ingreso a la célula (Pham & McSorley, 2015; Mambu et al., 2017). 

 

6.5  Ensayo de conducta como biomarcador de susceptibilidad en D. 

melanogaster ante la infección con S. enterica 

El método de geotaxis puede presentar ventajas como sensibilidad y la posibilidad 

de probar una gran cantidad de organismos al mismo tiempo; sin embargo, al 

considerar que en este protocolo puede presentarse el error humano (Woods, 

2014), se decidió realizar un ensayo de actividad locomotora en hembras ORR 

bajo régimen de alimentación Lev (-), como prueba complementaria en la 

descripción del ensayo de sobresalto. En los resultados preliminares de actividad 

locomotora (Gráfica 15) puede observarse que los organismos infectados con S. 
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Typhimurium presentan una actividad locomotora superior a 760 conteos/día; los 

organismos desafiados con S. Newport (+SPI-1), >730 conteos/día; las moscas 

infectadas con S. Newport (-SPI-1), más de 850 conteos/día; mientras que los 

organismos que consumieron inóculo sin bacterias presentan < 620 conteos por 

día. A pesar de que no existe diferencia estadística significativa (p > 0.05), se 

observa que los organismos infectados con alguna cepa de S. enterica 

presentaron una media superior de conteos por día en la actividad locomotora en 

comparación con el control (inóculo sin bacterias) (< 150 conteos/día que en 

moscas infectadas). Además, los organismos control presentaron una mayor 

dispersión en su actividad locomotora. Estos resultados contrastan con lo 

reportado por (Vale & Jardine, 2015), quien reporta que en el ensayo de actividad 

locomotora en moscas infectadas, el efecto observado es letargia. Un efecto 

similar es reportado por (Schretter et al., 2018) en hembras ORR después de 2 

días de evaluar el comportamiento, donde las moscas infectadas con 

enterobacterias presentan conteos de actividad locomotora entre 100 y 400; por 

otro lado, en moscas no infectadas estos conteos varían entre 200 y 300; sin 

embargo, no se presentan significancias entre estos tratamientos. Esto puede 

explicarse debido a que la actividad locomotora espontánea de la mosca, está 

influenciada por factores como edad, sexo y la condición fisiológica en la que se 

encuentren los organismos (Woods et al., 2014); por ejemplo, en moscas 

enfermas se han reportado movimientos constantes, perdiendo la regulación de 

locomoción (0% rítmicas) (Shirasu-Hiza et al., 2007). 
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Gráfica 15. Gráfica de actividad locomotora 

Conteos de actividad locomotora por día. Caja rosa: ST (S. Typhimurium), control 

positivo; caja azul: S1: S. Newport (+SPI-1); caja verde S2: S. Newport (-SPI-1); 

caja gris (sin bacterias), control negativo. No se observa diferencia estadística 

significativa (p > 0.05). 

Este ensayo también permitió evaluar el perfil de actividad y sueño por día (Figura 

7). En el perfil de actividad por día no se observan diferencias estadísticas 

significativas (p > 0.05) entre el comportamiento de las moscas infectadas y el 

control (inóculo sin bacterias). Por otro lado, en el perfil de sueño, definido por 

cinco minutos contiguos de inactividad física (Chiu et al., 2010), se presentan 

diferencias estadísticas significativas (p < 0.05) entre todos los tratamientos, 

siendo las moscas control quienes presentaron mayores perfiles de sueño; 

resultado esperado de acuerdo a Shirasu-Hiza et al., (2007) donde señala que las 

moscas infectadas presentan sesiones cortas de sueño, en comparación con las 

moscas sanas. Dire
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Figura 7. Perfil de actividad y sueño 

Distribución de actividad durante el día (A) y Perfil de sueño por día (B). Línea 

rosa corresponde a organismos infectados con S. Typhimurium; Línea azul, 

organismos infectados con S1: S. Newport (+ SPI-1); línea verde, S2: S. Newport 

(- SPI-1) y línea gris, organismos con inóculo sin bacterias. Letras diferentes para 

cada línea indican significancia estadística (p < 0.05). 

Finalmente, estos resultados preliminares pueden relacionarse con el ensayo de 

sobresalto, donde los organismos desafiados con S. Typhimurium son los que 

presentaron mayores índices de morbilidad; mientras que los desafiados con la 

cepa S. Newport (- SPI-1) son los que presentaron los menos índices de este 

comportamiento. Estos resultados, junto con el desajuste en el perfil de sueño, 

pueden sugerir que la ritmicidad de los ciclos circadianos puede suprimirse, 

atenuarse o alterarse durante la infección en D. melanogaster como lo sugiere 

(Bellet et al., 2013) en modelos in vivo.  
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Evaluar el perfil de actividad locomotora en los organismos que son infectados con 

S. enterica, para contribuir en la caracterización de la virulencia de dichos 

aislamientos es de suma importancia ya que se ha reportado que la regulación 

circadiana puede influir en la activación de la respuesta inmunitaria para combatir 

la infección (Lee & Edery, 2008). Los resultados de este ensayo se consideran 

preliminares, por lo que se encuentran pendientes de comprobación para poder 

robustecer la prueba para de esta forma implementarlo como complemento en los 

biomarcadores de susceptibilidad que el sistema modelo D. melanogaster ofrece 

para estudiar los aislamientos de S. enterica recuperados de matrices cárnicas. 
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7. CONCLUSIONES 

El presente trabajo revela que D. melanogaster puede ser utilizado como un 

organismo modelo para evaluar el efecto de la infección oral con cepas de S. 

enterica. En general se observó que las dietas suplementadas o no 

suplementadas con levadura no tienen efecto en el consumo del inóculo; además; 

se observó que estos regímenes alimenticios no influyen en la supervivencia de 

los organismos ante la infección.  

Asimismo, en el presente trabajo se observó que la dieta sin levadura previa a la 

infección de los organismos permitió mayor replicación de Salmonella en el 

hospedero y que las hembras son más susceptibles a la infección, en términos de 

morbilidad y mortalidad comparando con los machos. 

Interesantemente se observó que D. melanogaster presentó distintos 

biomarcadores de susceptibilidad cuando fue desafiada con cepas de S. enterica 

con diferencias en el perfil genético de virulencia en cuanto a las SPI-1 y SPI-2. De 

igual forma, se observaron cambios en la actividad locomotora y perfil de sueño 

(resultados preliminares). Esto sugiere que el sistema modelo propuesto en el 

presente estudio, como herramienta permite evaluar la virulencia de las cepas de 

S. enterica, y a su vez permite categorizar los aislamientos recuperados de 

matrices alimentarias. 
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8. PERSPECTIVA 

Este trabajo sugiere que no todas las cepas de S. enterica recuperadas de carne 

de pollo u otras matrices cárnicas, tienen impacto en la salud del consumidor, 

estado de enfermedad o gravedad que estas provoquen en el hospedero. Por esta 

razón, resulta necesario continuar con el rastreo de Salmonella y realizar ensayos 

de tamizaje, mediante herramientas como la que se propone en este trabajo, con 

la finalidad de categorizar las cepas que son capaces de causar daño y las que no 

y el nivel de riesgo que impliquen. De esta manera, complementar su 

caracterización como cepas con alto potencial de virulencia e identificar 

marcadores o características que puedan ser detectadas mediante técnicas cultivo 

dependientes o técnicas moleculares. 

Asimismo, es necesario continuar con los ensayos de interacción patógeno-

hospedero, desafiando distintas cepas, con diversos repertorios genéticos, o 

características de virulencia o multirresistencia y correlacionar con los 

biomarcadores de susceptibilidad, cambios en la conducta, o en la respuesta 

inmunitaria del hospedero. 

Al conocer cada vez más las características de los aislamientos de S. enterica 

más prevalentes en matrices cárnicas y otros alimentos, a través del sistema 

modelo D. melanogaster, se podrán establecer más y mejores medidas de control 

de S. enterica. 
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ANEXO I. ABREVIATURAS Y SIMBOLOGÍA 

♂. Macho 

♀. Hembra 

ALD. Abajo del Límite de Detección 

ATPasa. Enzima que cataliza la descomposición de ATP  

CD18. Antígeno CD del Sistema inmunitario de mamíferos expresado en 

leucocitos (Cluster of Differentiation). 

DC. Células Dendríticas 

EROS. Especies Reactivas de Oxígeno  

ETA. Enfermedad Transmitida por Alimentos 

IL-8. Interleucina-8. Citoquina proinflamatoria,  

LB. Caldo Luria – Bertani  

LPS. Lipopolisacárido 

MAPK. Proteína quinasa activada por mitógenos (siglas en inglés) 

NF-kB. Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 

activadas. 

ORR. Oregon – R. D. melanogaster 

PAMP. Patrones Moleculares Asociados a Patógenos (siglas en inglés) 

PCR. Reacción en Cadena de la Polimerasa 

PP. Placas de Peyer 

PRR. Receptores de reconocimiento de patrones 
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pSLT. Plásmidos de virulencia de S. Typhimurium 

rfc. Fuerza centrífuga relativa o fuerza g, dependiente de rpm 

rpm. Revoluciones por minuto 

SCV. Vacuola que contiene a Salmonella (siglas en inglés) 

SNT. Salmonella No Tifoidea 

SPI. Isla de Patogenicidad de Salmonella (siglas en inglés) 

SPI-1. Isla de Patogenicidad de Salmonella 1 

SPI-2. Isla de Patogenicidad de Salmonella 2 

SPI-3 Isla de Patogenicidad de Salmonella 3 

SPI-4 Isla de Patogenicidad de Salmonella 4 

SPI-5 Isla de Patogenicidad de Salmonella 5 

SSE. Solución Salina Estéril 

SSF. Solución Salina Fisiológica 

ST. Salmonella Tifoidea 

T3SS. Sistema de Secreción Tipo 3 (siglas en inglés) 

TLR. Receptores tipo Toll (siglas en inglés) 

TNF. Factor de Necrosis Tumoral (siglas en inglés). Proteínas de las citoquinas 

proinflamatorias. 

UFC. Unidades Formadoras de Colonias 

XLD + N. Agar Xilosa Lisina Desoxicolato más novobiocina 

yw. yellow white. D. melanogaster  
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ANEXO II. Prueba de Ovoposición 

La selección del sitio de ovoposición en D. melanogaster resulta imprescindible 

para obtener un éxito reproductivo. Se ha demostrado que las hembras, tienen alta 

afinidad por levaduras como sustrato de ovoposición (Joseph et al., 2009). 

Al proponer una variante de la formulación de alimento, sin levadura, resultó 

necesario verificar, antes de iniciar con los ensayos de infección, que los 

organismos no se vieran afectados en su ciclo reproductivo debido a la 

modificación de su dieta. Es por ello que se realizó la prueba de ovoposición, 

mencionada en el numeral 5.1.3 de la metodología. 

En hembras vírgenes de D. melanogaster bajo régimen de alimentación estándar 

(con levadura), se ha reportado puestas de huevos entre 60 y 100 por ovoposición 

(Menon et al., 2014); en las pruebas de ovoposición con organismos vírgenes de 

la estirpe Oregon – R bajo régimen de alimentación sin levadura, se obtuvieron 

entre 93 y 100 huevos por puesta. Estos resultados, hacen referencia con el 

estudio reportado por Liu y colaboradores, donde sugieren que la ovoposición de 

hembras D. melanogaster no está influenciada por  las conductas alimenticias o 

por su preferencia por la levadura (Liu et al., 2017). Esto sugiere que el cambio de 

dieta en la estirpe Oregon – R no impide el éxito reproductivo de los organismos 

bajo estas condiciones. 
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ANEXO III. Indicador de consumo de inóculo 

Se seleccionaron dos grupos de organismos hembras y machos de la estirpe 

yellow white y Oregon – R de D. melanogaster. Los grupos de organismos se 

sometieron a un ayuno de dos horas, posteriormente fueron colocados en los 

viales correspondientes con el inóculo conformado por caldo LB estéril, colorante 

azul brillante No. 1 al 1%, y agua destilada estéril (Torri et al., 2020). El primer 

grupo de organismos de cada estirpe fue colocado en viales que contenían el 

inóculo depositado en un papel filtro estéril, de acuerdo a la metodología de (Hori 

et al., 2018); mientras que el segundo grupo de cada estirpe fue colocado en 

viales que contenían el inóculo en la superficie del alimento estéril, de acuerdo a la 

metodología reportada por (Siva-Jothy et al., 2018). Los organismos se dejaron a 

exposición del inóculo y se realizaron conteos de los organismos que presentaron 

superficie ventral abdominal azul pasado un periodo de exposición de una y dos 

horas. De esta manera, se elige colocar el inóculo en papel filtro para los ensayos 

posteriores. Después de dos horas de exposición el 90% de organismos presentan 

superficie ventral abdominal azul para ambas estirpes. 

 

Gráfica 16 Indicador de consumo de inóculo. 

El gráfico de la izquierda corresponde a estirpe yellow white, gráfico de la derecha 

a estirpe Oregon – R. Las barras azul marino corresponden a la vía de infección 

mediante la colocación del inóculo en papel filtro; las barras azul claro, a la adición 

del inóculo en la superficie del alimento. 
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ANEXO IV. Muestras seleccionadas para confirmación molecular en desafíos 

de infección oral con S. enterica en D. melanogaster 

 

Cuadro 9. Matriz de identificación de Salmonella en confirmación molecular 

No. DESAFÍO DÍA POST 

INFECCIÓN 

16S 

rRNA 

invA 

1 ORR Lev (-) hembra + S. Enteritidis 6 + + 

2 yw Lev (-) macho + S. Typhimurium 6 + + 

3 yw Lev (-) macho + S. Enteritidis 8 + + 

4 yw Lev (-) macho + S. Typhimurium 8 + + 

5 yw Lev (-) hembra + S. Enteritidis 4 + + 

6 yw Lev (-) hembra + S. Enteritidis 6 + + 

7 yw Lev (-) hembra + S. Typhimurium 6 + + 

8 yw Lev (-) hembra + S. Enteritidis 8 + + 

9 ORR Lev (+) macho + S. Enteritidis 0 + + 

10 ORR Lev (+) macho + S. Enteritidis 6 + + 

11 ORR Lev (+) macho + S. Typhimurium 6 + + 

12 ORR Lev (+) macho + S. Enteritidis 8 + + 

13 ORR Lev (+) macho + S. Typhimurium 8 + + 

14 ORR Lev (+) hembra + S. Typhimurium 4 + + 

15 ORR Lev (+) hembra + S. Enteritidis 6 + + 

16 ORR Lev (+) hembra + S. Enteritidis 8 + + 

17 ORR Lev (+) hembra + S. Typhimurium 8 + + 
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No. DESAFÍO DÍA POST 

INFECCIÓN 

16S 

rRNA 

invA 

18 ORR Lev (-) macho + S. Typhimurium 0 + + 

19 ORR Lev (-) macho + S. Typhimurium 4 + + 

20 ORR Lev (-) macho + S. Enteritidis 6 + + 

21 ORR Lev (-) macho + S. Enteritidis 8 + + 

22 ORR Lev (-) macho + S. Typhimurium 8 + + 

23 ORR Lev (-) hembra + S. Enteritidis 4 + + 

24 ORR Lev (-) hembra + S. Enteritidis 6 - + 

25 ORR Lev (-) hembra + S. Enteritidis 8 + + 

26 ORR Lev (-) hembra + S. Typhimurium 8 + + 

27 Control positivo S. Typhimurium  + + 

28 ORR Lev (-) macho + S. Typhimurium 0 + + 

29 ORR Lev (-) macho + S. (+ SPI-1) 0 + + 

30 ORR Lev (-) macho + S. (- SPI-1) 0 + + 

31 ORR Lev (-) macho + S. Typhimurium 2 + + 

32 ORR Lev (-) macho + S. (+ SPI-1) 2 + + 

33 ORR Lev (-) macho + S. (- SPI-1) 2 + + 

34 ORR Lev (-) macho + S. Typhimurium 4 + + 

35 ORR Lev (-) macho + S. (+ SPI-1) 4 + + 

36 ORR Lev (-) macho + S. (- SPI-1) 4 + + 

37 ORR Lev (-) macho + S. Typhimurium 6 + + 

38 ORR Lev (-) macho + S. (+ SPI-1) 6 + + 
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39 ORR Lev (-) macho + S. (- SPI-1) 6 + + 

40 ORR Lev (-) macho + S. Typhimurium 8 + + 

41 ORR Lev (-) macho + S. (+ SPI-1) 8 + + 

42 ORR Lev (-) macho + S. (- SPI-1) 8 + + 

43 ORR Lev (-) hembra + S. Typhimurium 0 + + 

44 ORR Lev (-) hembra + S. (- SPI-1) 0 + + 

45 ORR Lev (-) hembra + S. Typhimurium 2 + + 

46 ORR Lev (-) hembra + S. (+ SPI-1) 2 + + 

47 ORR Lev (-) hembra + S. (- SPI-1) 2 + + 

48 ORR Lev (-) hembra + S. Typhimurium 4 + + 

49 ORR Lev (-) hembra + S. (+ SPI-1) 4 + + 

50 ORR Lev (-) hembra + S. (- SPI-1) 4 + + 

51 ORR Lev (-) hembra + S. Typhimurium 6 + + 

52 ORR Lev (-) hembra + S. (+ SPI-1) 6 + + 

53 ORR Lev (-) hembra + S. (- SPI-1) 6 + + 

54 ORR Lev (-) hembra + S. Typhimurium 8 + + 

55 ORR Lev (-) hembra + S. (+ SPI-1) 8 + + 

56 ORR Lev (-) hembra + S. (- SPI-1) 8 + + 
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