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RESUMEN 

Salmonella enterica es uno de los principales patógenos responsable de 

infecciones intestinales a nivel mundial. La mayoría de los serotipos de 

Salmonella enterica causan una enfermedad local y autolimitante; sin embargo, 

en años recientes en animales y humanos, se ha observado un aumento 

considerable en el número de infecciones sistémicas caudas por S. enterica. 

Estudios genómicos comparativos han revelado que la capacidad de translocar 

la mucosa intestinal e invadir tejidos está relacionada con la presencia del 

operón spvRABCD, integrado por los genes R, A, B, C y D. Basado en esta 

premisa, el objetivo del presente trabajo fue identificar la prevalencia y 

diversidad del operón spvRABCD en aislamientos de S. enterica recuperados a 

partir de productos cárnicos avícolas, y evaluar su potencial de virulencia en un 

modelo de infección con Drosophila melanogaster. Para este fin, 89 

aislamientos recuperados durante 12 meses se sometieron a ensayos de qPCR 

dirigidos a la detección del operón spvRABCD. El operón completo se observó 

en 71.9%, mientras que el operón con 4, 3 y 2 genes se identificaron en 8.9%, 

6.7 y 2.2% de los aislamientos; respectivamente. Desafíos por vía oral de D. 

melanogaster revelaron que la presencia del operón completo en S. enterica 

aumenta (P < 0.05) la replicación y mortalidad comparado con cepas que 

poseen el operón parcial (4 y 2 genes) y sin operón. En conjunto, estos 

resultados sugieren que la presencia del operón spvRABCD podría ser un factor 

de virulencia importante para el patógeno; además, este trabajo revela que los 

aislamientos de S. enterica que circulan en la industria cárnica avícola, tienen 

potencial de virulencia para causar infecciones sistémicas.  

Palabras clave: Salmonella, pollo, Drosophila melanogaster, infección 

sistémica, qPCR 
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ABSTRACT 

Salmonella enterica remains the main pathogen responsible for intestinal infections 

worldwide. Most of Salmonella enterica serotypes cause local, self-limiting disease; 

however, in recent years, it has been observed an increase in the number of 

systemic infections caused by S. enterica in animals and humans. Comparative 

genomic studies have revealed that the ability to translocate the intestinal mucosa 

and invade tissues is associated to the presence of a spvRABCD operon, composed 

by R, A, B, C and D genes. Based on this premise, the objective of present was to 

identify the prevalence and diversity of the spvRABCD operon in S. enterica isolates 

recovered from poultry meat products, and to assess their virulence potential in a 

Drosophila melanogaster. For this purpose, 89 isolates recovered during a 12-month 

survey were subjected to qPCR assays targeting detection of the spvRABCD 

operon. Full operon was observed in 71.9% of isolates, whereas operons with 4, 3 

and 2 genes were identified in 8.9%, 6.7 and 2.2% of the strains, respectively. D. 

melanogaster subjected to S. enterica oral challenge revealed that the presence of 

full operon increased (P < 0.05) replication and mortality compared to strains 

possessing partial operon (4 and 2 genes) and no operon. Taken together, these 

results suggest that spvRABCD could be an important virulence factor for this 

pathogen; moreover, the present work reveals that the isolates of S. enterica that 

circulate in the poultry meat industry have virulence potential to cause systemic 

infections. 

 

Keywords: Salmonella, poultry, Drosophila melanogaster, systemic infection, 

qPCR 
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1. INTRODUCCIÓN 

Salmonella enterica es una bacteria que ocasiona graves problemas de salud a nivel 

mundial. Este patógeno se ha asociado a infecciones gastrointestinales y a 

enfermedades sistémicas (OMS, 2022). Las enfermedades sistémicas se 

manifiestan cuando S. enterica atraviesa el epitelio intestinal hacia el sistema 

circulatorio, a través de las células M, los enterocitos y los macrófagos (Kurtz, 

Goggins & McLachlan, 2017). Cuando S. enterica alcanza el sistema circulatorio, 

puede colonizar diferentes tejidos y órganos, ocasionando una infección sistémica 

con altas tasas de mortalidad en pacientes afectados (Gilchrist & MacLennan, 

2019). 

 

Los reservorios de S. enterica son diversas; sin embargo, se ha considerado que 

los productos cárnicos avícolas podrían ser una de las principales fuentes de 

infección para humanos (CDC, 2020). Existen numerosos estudios que han 

revelado una elevada prevalencia (20-30%) de S. enterica en productos cárnicos 

avícolas. (Zeng et al., 2021) Sin embargo, pocos estudios han analizado el potencial 

de virulencia de los aislamientos recuperados a partir de carne de pollo. En este 

contexto, algunos estudios han revelado que los aislamientos obtenidos a partir de 

muestras de animales o productos cárnicos pueden presentar una amplia gama de 

genes que codifican para factores de virulencia y resistencia a antibióticos 

(Bahramianfard, 2021). 

 

Algunos estudios con aislamientos de S. enterica han evidenciado la presencia de 

factores de virulencia que promueven infecciones sistémicas (Frias, 2009). Se ha 

demostrado que cepas de S. enterica que poseen el operón spvRABCD tiene la 

capacidad de colonizar la mucosa intestinal, translocar el epitelio e invadir órganos 

y tejidos (Guiney & Fierer, 2011); no obstante, las principales fuentes de cepas con 

el operón spvRABCD y su prevalencia se desconocen hasta el momento. Basado 

en esta premisa, el objetivo del presente trabajo fue desarrollar una estrategia 

molecular para evaluar la prevalencia y diversidad de S. enterica invasiva en 
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productos cárnicos avícolas. Los resultados del presente estudio serán 

fundamentales para identificar posibles fuentes que contribuyan a la replicación y 

dispersión de este patógeno. 

 

2. ANTECEDENTES. 

2.1 Importancia de la carne de pollo 

La carne es una de las principales fuentes de proteína en la dieta de los seres 

humanos, las especies más consumidas son las aves, cerdos y ganado. Dentro de 

las aves, la carne de pollo es la más consumida en México; en el año 2020 se estimó 

que el consumo per cápita fue de ~35 kg (Hernández, 2021) (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Consumo per cápita de carne de pollo 2020 (Tomado de Hernández, 

2021). 

 

México es el séptimo productor de carne de pollo a nivel mundial (Figura 2); según 

los datos de la Unión Nacional de Avicultores, en el año 2021 se produjeron casi 3.5 

millones de toneladas de carne de pollo en nuestro país, representando un 

crecimiento del 21.6 % durante el periodo 2010 – 2020. Esta producción se 

concentra en cinco estados (Figura 3) los cuales representan el 53 % de la 
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producción total (Hernández, 2021). 

 

 

Figura 2: Producción de carne de pollo en México y otros países a nivel mundial en 

2020 (Tomado de Hernández, 2021). 

 

Figura 3. Estados con mayor producción de carne de pollo en México, 2020. 

(Hernández, 2021). 

47.1
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12.1

11
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2.2 Generalidades y filogenia de Salmonella 

S. enterica se encuentra distribuida mundialmente y es una de las principales causas 

de enfermedades transmitidas por alimentos, debido a los altos niveles de 

prevalencia tanto en alimentos frescos como en alimentos procesados o 

deshidratados (OMS, 2022). El reservorio común de este patógeno es el intestino de 

diferentes especies de mamíferos, aves, réptiles e insectos (Krawiec et al., 2015). 

El género Salmonella se divide en 2 especies, S. entérica y S. bongori. La primera 

se subdivide en 6 subespecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae 

e indica; en general Salmonella cuenta con 2579 serotipos reportados (Tabla 1). 

 

Tabla 1: Distribución de serotipos de Salmonella por especie y subespecie. 

Especies y subespecies de Salmonella Serotipos 

S. enterica 2 557 

- subsp. enterica 1 531 

- subsp. salamae 505 

- subsp. arizonae 99 

- subsp. diarizonae 336 

- subsp. houtenae 73 

- subsp. indica 13 

S. bongori 22 

Total de serotipos 2 579 

(Adaptado de: Grimont & Weill, 2007) 

 

Debido a la gran diversidad de serotipos, se desarrolló una técnica de 

serotipificación basada en la caracterización de los antígenos flagelares y 

somáticos, identificados como antígeno H y O, respectivamente (Cheng et al., 2019) 

(Figura 4). 
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Figura 4: Antígenos O y H presentes en Salmonella. 

(Adaptado de:  Teunis, et al., 2010 y Cheng, 2019) 

 

Los principales serotipos de S. enterica presentes en alimentos son Enteritidis, 

Typhimurium, Heidelberg, Infantis, Napoli, Barielly, Oranienburg y Zanzibar (Tabla 

2). 

 

Tabla 2. Serotipos de S. enterica aislada de diferentes matrices alimentarias. 

Referencia y Serotipo Vehículo Dosis 

infectante (UFC/ml) 

S. Enteritidis 

Hennessy et al. (1996) 

Helado 8.94×101 

Hollandaise 4.48×104 

Hennessy et al. (1996) Crema de maní 2.50×1011 

Cacahuates 34.4 

(Vought & Tatini 1998) Res/ frijoles/ sésamo 8.80×102 

Espinaca/cacahuate 4.90×101 

Center for Disease Control and 

Prevention (CDC) (1996) 

Ensalada de macarrones 4.40×104 

Pollo/huevos/arroz 4.17×103 
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Pollo/huevos/arroz 4.17×103 

Kasuga et al. (2004) Ensalada de huevo 2.40×101 

Filete de res sellado 2.42×105 

Evans et al. (1999) Omelette delgado 6.06×103 

 

Matsui et al. (2004) 

Omelette 1.51×105 

Camarón/huevo 9.69×104 

Huevo 10.9 

Salsa de crema 1.00×106 

Natto/huevos 7.27×105 

Ñame/sopa 1.94×106 

Ensalada de espagueti 1.45×107 

Omelette 2.42×105 

Bavarois 1.01×105 

Helado 3.84×106 

Pastel 4.24×102 

Tiramisú 1.29×108 

Pastel 6.06×105 

Mayonesa 5.57×104 

Bollo de postre 4.1 

Platillo de arroz 1.50×106 
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Continuación de Tabla 2. 

Referencia y Serotipo Vehículo Dosis 

infectante (UFC/ml) 

S. Typhimurium  

    Boring et al. (1971) 

Agua 2.04×102 

Agua 2.04×102 

Helado 1.00×108 

S. Heidelberg  

Fontaine et al. (1978) 

Queso 1.66×102 

S. Infantis  

Angelotti et al. (1961) 

Jamón 2.63×106 

S. Napoli  

Greenwood & Hooper (1983) 

Chocolate 1.71×101 

S. Bareilly  

Kasuga et al. (2004) 

Salsa de pulpo 1.41×107 

  S. Oranienburg  

  Kasuga et al. (2004) 

Ñame/sopa 7.57×109 

S. Zanzibar  

Reitler et al. (1960) 

Queso de cabra 1.00×1011 

 

2.3 Impacto de la salmonelosis en humanos 

La salmonelosis es una infección ocasionada por Salmonella no tifoidea (NTS por 

sus siglas en inglés) que ocasiona cuadros de gastroenteritis en el humano. Los 

datos epidemiológicos a nivel mundial indican que Salmonella NTS causan 550 

millones de infecciones entéricas al año, donde 220 millones son pacientes menores 

a 5 años de edad; además de causar 33 millones de muertes (OMS, 2022). En 

México nuestro boletín epidemiológico indica que para junio del presente año se 

han tenido 15300 infecciones por parte de Salmonella (Secretaría de Salud, 2022). 
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En los EE. UU., se estima que anualmente Salmonella causa alrededor de 1.35 

millones de infecciones, 26,500 hospitalizaciones y 420 muertes (CDC, 2022); En el 

periodo comprendido entre los años 2006 a 2022, se registraron 106 brotes de S. 

enterica asociados al consumo de alimentos, de los cuales aproximadamente el 

10% causado por productos cárnicos avícolas. (CDC, 2022). El CDC reporta que 

los serotipos de Salmonella más prevalentes en carne de pollo son Enteritidis 

(50.28%), Heidelberg (50.01%) y Typhimurium (9.99%) (CDC, 2022; Scallan et al., 

2011).  

 

2.4 Prevalencia de Salmonella en carne de pollo 

S. enterica es una bacteria patógena capaz de colonizar el intestino de varios 

animales vertebrados, como mamíferos, aves y algunos reptiles (OMS, 2022). 

Estudios han revelado que la prevalencia de este patógeno en granjas de pollos varia 

del 5% al 100%, en muestras ambientales y fecales (Rodríguez et al., 2006). 

Además, se ha reportado que los serotipos más prevalentes en la carne de pollo 

son Enteritidis, Kentucky, Heidelberg y Typhimurium (Haley et al., 2012).  

 

En México, un estudio longitudinal (2016-2018) demostró que la prevalencia de S. 

enterica en carne de pollo obtenida en puntos de venta fue de ~18%; además, la 

presencia del patógeno duplicó en los últimos 3 años evaluados en el estudio 

(Regalado-Pineda et al., 2020). Estos datos resaltan la necesidad de establecer 

programas de vigilancia y medidas sanitarias de control para disminuir la 

prevalencia y posible transmisión de este patógeno a través de alimentos 

contaminados. 

 

2.5 Patogénesis y Salmonella iNTS 

En los seres humanos, una vez que se ingieren alimentos contaminados con S. 

enterica; se requiere de 12 a 72 horas para que se manifiestan los síntomas de la 

enfermedad, la cual puede durar de 4 a 7 días, provocando cuadros de 

gastroenteritis y fiebre (Blaser et al., 1982). Se ha reportado que la dosis mínima 
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infectante puede variar de 1,000 a 10,000 células, y esta diferencia se puede atribuir 

a la virulencia de cada cepa (Teunis et al., 2010).  

Salmonella tiene la capacidad de producir diversos cuadros clínicos, clasificados 

por los síntomas que produce en el huésped; por ejemplo, fiebre tifoidea causada 

por cepas de Salmonella tifoidea (Dougan & Baker, 2014). Cuadros de 

gastroenteritis causados por Salmonella no tifoidea (NTS) (Shannon et al., 2010); y 

Salmonella invasiva no tifoidea (iNTS; por sus siglas en inglés), causada por los 

serotipos que tienen la capacidad de invadir diversos órganos y tejidos (Nataro, 

2004). Diversos estudios han revelado que estos patógenos se transmiten al ser 

humano principalmente por el consumo de alimentos contaminados (Fatica & 

Schneider, 2011). 

 

Los serotipos clasificados como iNTS son capaces de proliferar en el intestino, 

resistir variaciones de pH de 4 – 7, adherirse al epitelio intestinal por medio de 

fimbrias y adhesinas, y atravesar la membrana celular (Keestra-Gounder et al., 

2015). Posteriormente, Salmonella se internaliza en una vacuola, evitando la 

destrucción por las lisozimas y llevando a cabo la replicación celular (Keestra-

Gounder et al., 2015). Algunos investigadores han propuesto que esto ocurre en las 

células M del intestino permitiendo la internalización hacia los vasos linfáticos y 

sanguíneos, y subsecuente, invasión de órganos como el hígado y el bazo (Keestra-

Gounder et al., 2015) (Figura 5). 
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Figura 5: Diseminación sistémica de S. enterica (Adaptado de Silva & López, 2012). 

 

Las infecciones sistémicas causadas por S. enterica pueden complicarse y causar 

la muerte del hospedador; por ejemplo, en EE.UU. se han reportado infecciones 

sistémicas en el 8% de los pacientes con salmonelosis (CDC, 2022). La capacidad 

de causar infecciones sistémicas se ha atribuido a la adquisición de plásmidos de 

virulencia (Frias, 2009). 

 

2.5.1 Plásmidos de virulencia en S. enterica asociados a infecciones 

sistémicas 

Se ha identificado plásmidos de virulencia denominados Salmonella plasmid 

virulence (spv), constituidos por 5 genes denominados R, A, B, C y D (Guiney & 

Fierer, 2011). El gen R es un promotor de la transcripción del complejo A, B, C, D. 

La proteína codificada por el gen A, es un promotor que permite el anclaje de la 



21 
 

polimerasa, la proteína codificada por el gen B es una ribosil transferasa y su función 

es evitar la polimerización de la F- actina del citoesqueleto del huésped, 

promoviendo la sobrevivencia de la bacteria dentro de las células y de los 

macrófagos. El gen C codifica una proteína efectora que inactiva las quinasas 

activadas por mitógenos (MAPk); finalmente, el gen D codifica a una cisteína 

hidrolasa que afecta la respuesta del factor nuclear de las cadenas ligeras kappa en 

células B activadas (NF-KB) (Tabla 3 y Figura 6) (Rolhion et al., 2016). Se ha 

demostrado que, causar infecciones sistémicas, S. enterica necesita al menos los 

genes R, B y C (Guiney & Fierer, 2011).  

 

Tabla 3. Función de los genes presentes en el operón spvRABCD. 

Gen: Función: Tamaño del 

gen 

Tamaño de la 

proteína  

spvR Regulador positivo de 

transcripción 

894 bp 297 aa 

spvA Secuencia promotora 768 bp 255 aa 

spvB ADP-ribosilasa 1776 bp 591 aa 

spvC Fosfotreonina liasa 726 bp 241 aa 

spvD Cisteína hidrolasa 651 bp 216 aa 

(Guiney & Fierer, 2011) 
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Figura 6. Mecanismo del operón spvRABCD. 

 

El spvRABCD es importante en durante la colonización de S. enterica ya que influye 

en la invasión de las placas de Peyer, (pequeños nódulos linfáticos mesentéricos) y 

del bazo. Un estudio realizado con ratones reveló la presencia de estos plásmidos 

de virulencia están asociados a la capacidad de S. enterica para inhabilitar la 

respuesta de defensa por parte de los macrófagos (Guiney & Fierer, 2011). El 

spvRABCD se ha identificado en serotipos de Salmonella. Abortisuis, Cholearasius, 

Dublin, Gallinarium, Paratyphi C, Sendai y Typhimurium (Feng et al., 2012). 

 

2.5.2 Islas de la patogenicidad requeridas para la función de spvRABCD 

Las proteínas efectoras, B, C, y D son inyectadas en el citoplasma a través de las 

islas de patogenicidad 1 y 2 (SPI-1 y 2) que facilitan la capacidad de invasión celular, 

resistencia a proteínas antimicrobianos y la sobrevivencia intracelular (Hapfelmeier 

et al., 2005). Diversos estudios han demostrado que el proceso de invasividad 

requiere la presencia de un repertorio genético amplio, que no necesariamente está 

asociado al aumento en su capacidad de replicación o de invasión intracelular 
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(Hume et al., 2017). Se ha demostrado que las SPI’s (1-5, 9, 13 y 14) se encuentran 

conservadas en diferentes serovares no tifoideos (NTS) y poseen genes asociados 

al fenotipo invasivo en diferentes tejidos y órganos (Tabla 4) (Tran et al., 2010; Suez 

et al., 2013). 

 

Tabla 4: Islas de patogenicidad de S. enterica. 

SPI Función Referencia 

1 Permite el SST3 para invasion epitelial Hapfelmeier et 

al., 2005 

2 Manipulación del tráfico vesicular y mejora la 

supervivencia intracelular en macrófagos 

Hapfelmeier et 

al., 2005 

3 Alberga mgtC, un gen específico de Salmonella que 

se requiere para la supervivencia intramacrófaga, la 

virulencia en ratones y el crecimiento en medios con 

bajo contenido de Mg2 + 

Blanc-Potard et 

al., 1999 

4 Sistema de secreción para toxinas Wong et al., 1998 

5 Proteínas efectoras como SopB del SST3 y PipB Norris et al., 1998 

7 Antígeno Vi, proteína efectora SopE, y el Pili IVB Mirold et al., 1999 

9 Codifica un SST1 Parkhill et al., 

2001 

13 Promueve la internalización de la bacteria en 

macrófagos y en organismos animales 

Elder et al., 2018 

14 Mediador en la invasion bacteriana al epitelio 

intestinal 

Jiang et al., 2017 

Adaptado de Balbuena-Alonso et al., 2020 (Tesis concluida). 
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2.6 Drosophila melanogaster como modelo para estudiar la interacción 

huésped-patógeno 

Drosophila melanogaster, conocida como “mosca de la fruta” es un modelo biológico 

empleado recientemente para estudiar la relación huésped-patógeno. Entre las 

ventajas de emplear este modelo, destacan que posee un tiempo de vida 

relativamente corto (de 60 a 80 días); y que su genoma tiene un 60% de homología 

con el genoma de los mamíferos (Fortini et al., 2000). Es un modelo accesible, ya 

que requiere de poco espacio para su cultivo y mantenimiento, además del bajo 

costo para reproducir este modelo (Apidianakis & Rahme, 2011). Es considerado un 

buen modelo para el estudio de las interacciones huésped-patógeno; principalmente 

en el caso de infecciones intestinales, debido a que su sistema gastrointestinal tiene 

una alta similitud con los mamíferos (Apidianakis & Rahme, 2011) (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Esquema del tracto intestinal de mamíferos y de D. melanogaster.  

(Tomado de Apidianakis & Rahme, 2011) 

 

Se ha demostrado que D. melanogaster contiene el 62% de los genes involucrados 

en enfermedades humanas, 72% de los genes asociados al desarrollo de cáncer, 
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64% de los genes asociados a enfermedades neurológicas, 65% de los genes 

asociados a síndromes de malformación, 82% de los genes asociados a 

enfermedades metabólicas, 69% de los genes asociados a enfermedades renales y 

41% de los genes asociados a enfermedades del sistema inmune (Antonarakis & 

McKusick, 2000).  

 

Interesantemente, patógenos que ocasionan enfermedades en humanos también 

generan pueden generar infecciones en D. melanogaster (Antonarakis & McKusick, 

2000). Un estudio demostró que D. melanogaster responde a la presencia de 

microorganismos patógenos mediante la activación de la respuesta innata (Khush 

& Lemaitre 2000) y humoral, induciendo la secreción de péptidos antimicrobianos 

(Leclerc & Reichhart, 2004). Posteriormente, se activa una respuesta de 

melanización que expone a los patógenos al oxígeno reactivo a medida que la 

melanina se va depositando; y, por último, se activa la respuesta inmune celular, 

que puede provocar la fagocitosis de los microorganismos (Kim-Jo et al., 2019). 

 

Lee, y colaboradores, en 2012, demostraron que la proteína de reconocimiento del 

peptidoglicano bacteriano (PGLYRP2) inhibe la adherencia de las bacterias a la 

mucosa intestinal de D. melanogaster (Lee et al., 2012). También se han identificado 

enzimas como la Dmp38p (homólogo de la familia p38), necesarias para 

desencadenar mecanismos de encapsulación fagocítica de S. Typhimurium en los 

hemocitos de Drosophila (Shinzawa et al., 2009). 

 

Por otra parte, un estudio demostró que la deleción del gen imd, asociado a 

deficiencia inmune, disminuye el porcentaje de sobrevivencia (hasta 45%) de D. 

melanogaster (Brandt et al., 2004). Estos datos sugieren la vía de señalización de 

imd está asociada a la respuesta inmune contra bacterias Gram-negativas como S. 

enterica (Brandt et al., 2004). 

 

En conjunto, estos estudios respaldan el uso de modelos biológicos como D. 
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melanogaster como una alternativa accesible para estudios de interacción huésped- 

patógeno. Específicamente, este modelo permitirá realizar ensayos de tamizaje de 

amplias colecciones de aislamientos de bacterias enteropatógenas como S. enterica. 

 

El presente trabajo pretende obtener la distribución del operón spvRABCD, en las 

diferentes bases de datos genómicas de Salmonella. Generar un ensayo molecular 

de detección del operón en productos cárnicos avícolas y realizar una prueba de 

desafío en D. melanogaster. 
 

 

3. JUSTIFICACIÓN 
 
El surgimiento de cepas de S. enterica con capacidad de causar infecciones 

sistémicas, que provocan la invasión de diferentes órganos y tejidos, es un grave 

problema de salud pública a nivel mundial. Diversos estudios de genómica 

comparativa han identificado genes específicos involucrados en el proceso de 

invasividad de S. enterica. Sin embargo, se desconoce si este repertorio genético 

está presente en cepas de S. enterica aisladas de alimentos y cuál es su contribución 

en el desarrollo de infecciones sistémicas en humanos. 

En este contexto, los altos niveles de S. enterica aislada de productos cárnicos 

avícolas, se consideran una fuente potencial de este patógeno para los 

consumidores. Por lo tanto, es fundamental estudiar la contribución del repertorio 

genético de estos aislamientos en los procesos de invasión y en el desarrollo de 

infecciones sistémicas. Para este fin, se ha documentado ampliamente el uso de 

modelos biológicos accesibles que permiten estudiar la interacción huésped – 

patógeno. Específicamente, el modelo de infección con D. melanogaster ha 

demostrado ser una herramienta efectiva para estudiar la patogenicidad e invasión 

de S. enterica, debido a sus cortos periodos de generación, facilidad para aumentar 

el número de organismos en el diseño experimental y la disponibilidad de información 

genética para el análisis de la respuesta molecular en procesos de invasión por 

bacterias patógenas. 
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Por estas razones, es necesario identificar el repertorio genético de S. enterica que 

le confiere la capacidad de invasión a tejidos y órganos. Esta información se debe 

evaluar en un modelo de infección como D. melanogaster, que permita identificar el 

potencial de virulencia de los aislamientos de S. enterica prevalentes en productos 

cárnicos avícolas. 
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4. OBJETIVOS. 

 

4.1General. 

Identificar la prevalencia y diversidad de genes asociados a infecciones sistémicas 

en aislamientos de S. enterica recuperados a partir de productos cárnicos avícolas, 

y evaluar su potencial invasivo en un modelo de infección con D. melanogaster. 

 

4.2 Específicos. 

1. Identificar a través de estudios genómicos comparativos la diversidad de genes 

asociados a infecciones sistémicas en genomas de S. enterica. 

 

2. Desarrollar un ensayo molecular de tamizaje para evaluar la prevalencia y 

diversidad de genes asociados a infecciones sistémicas en S. enterica aislada de 

carne de pollo durante el Sistema de Vigilancia Permanente. 

 

3. Identificar la contribución de los genes de virulencia en la colonización, morbilidad y 

mortalidad de D. melanogaster. 
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5. METODOLOGÍA. 
5.1 Identificación de genes asociados a infecciones sistémicas mediante 

métodos bioinformáticos 

Se realizo una búsqueda exhaustiva de la literatura para identificar genes en S. 

enterica asociados a infecciones sistémicas en aves, animales y humanos 

(Derakhshandeh & Khoshbakht, 2013). Este análisis reveló que la presencia del 

operón spvRABCD en diferentes serotipos de S. enterica es un factor de virulencia 

asociado a invasividad e infecciones sistémicas en aves y mamíferos (Tabla 5). 

 

Tabla 5: Distribución del operón spvRABCD en diferentes huéspedes. 

Fuente Serotipos Genes Referencia 

Carne de pollo 

S. Enteritidis RABCD (Derakhshandeh & 
Khoshbakht, 2013) S. Typhimurium RABCD 

S. Infantis RABCD 
(Kennedy et al. 2020) 

S. Colindal RABCD 

Animales 

S. Abortusovis RABCD 
(Alzwghaibi et al., 2018) 

S. Enteritidis RABCD 

S. Typhimurium RABCD (Rizwana, Gulig & Parveen, 
2019) S. Virchow RABCD 

Humanos 
S. Enteritidis RABCD 

(Madajczak & Binek, 2005). 
S. Bardo RABCD 

 

Las secuencias de referencia del operón spvRABCD fueron obtenidas de la base 

de datos Uniprot (www.uniprot.org). Para identificar la diversidad del spvRABCD en 

los diferentes serotipos de Salmonella se realizó una búsqueda de estas proteínas 

en genomas (n = 12,500) y plásmidos (n = 1125) de S. enterica con la herramienta 

BLAST (Madden, 2002) del National Center of Biotechnology Information (NCBI). 

Se obtuvieron las secuencias homologas con un porcentaje de identidad y cobertura 

>92% (Tabla 6). Una vez identificadas las proteínas se obtuvieron las secuencias 

de nucleótidos para el análisis de cobertura de los iniciadores de qPCR. 
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Tabla 6: Parámetros de diversidad de secuencias del operón spvRABCD en 

plásmidos y genomas. 

Gen: # acceso Uniprot: % ID y cov 

spvR PSLT041 

92-100 

spvA PSLT040 

spvB PSLT039 

spvC PSLT038 

spvD PSLT037 

 

5.2 Análisis de especificidad y cobertura de iniciadores de qPCR 

Mediante una búsqueda en la literatura se identificaron los pares iniciadores que se 

utilizaron en las reacciones de qPCR, se tienen reportados varios pares de 

iniciadores con el objetivo de analizar la prevalencia de este operón. Se realizó un 

análisis bioinformático para determinar la cobertura y la especificidad de los 

diferentes iniciadores de qPCR en la base de datos de alelos de cada uno de los 

genes del operon spvRABCD. Para este fin se utilizó el software MEGAX (Kumar et 

al., 2018), para alinear las secuencias de los alelos e identificar la secuencia de los 

iniciadores sentido y anti-sentido. Las bases de cada iniciador que no coincidían 

fueron modificadas por ambigüedades utilizando el código de nucleótidos 

estandarizado por la IUPAC (PAC, 1995).  

 

Los iniciadores reportados en la literatura para el gen spvD no presentaron 

homología de nucleótidos con las secuencias de la base de datos de alelos. Por lo 

tanto, se diseñaron 2 pares nuevos de iniciadores utilizando la herramienta 

PrimerQuestTool disponible en Integrated DNA Technologies (IDT) 

(https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Results) (Tabla 7). 

 

 

 

 

https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Results
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Tabla 7: Iniciadores reportados para qPCR. 

Gen Nombre  Secuencia (5´-3´) Referencia 

spvR 
spvRf F CMGGTTCCTTCAGTATCGCA Pasmans F et 

al., 2003 spvRr R TYTGGCCGGAAATGKTCAGT 

spvA 
spvA-F F GTCAGACCCGTAAACAGT Gebreyes et al., 

2009 spvA-R R GCACGCAGAGTACCCGCA 

spvB 
spvB-F F CGCAGTATAACGACAGCG AT Pasmans F et 

al., 2003 spvB-R R GCTAGTCCAGAGGTACAG AT 

spvC 
spvCF F TGGGGCGGAAATACC ATC Mohamed et al., 

2014 spvCR R GAACTGAGCGCCCASGCTMASAC 

spvD 
spvD1 F AGTTTCTGGTAGTGCGTCATC Presente 

estudio spvD2 R CAACAATGGYKCTGTCTAATC 

 

5.3 Estandarización de la qPCR para detectar el operón spvRABCD 

Se realizaron gradientes de la temperatura de alineación para identificar los 

parámetros que generaran los mejores (intensidad de las bandas y tamaño 

esperado del amplicón) productos de la qPCR. Los gradientes se realizaron con 

temperaturas de alineación de 65° C, 64.5° C, 63.3° C, 61.4° C, 59° C, 57° C, 55.7° 

C, y 55° C por 1 minuto, utilizando una temperatura de desnaturalización de 94° C 

por 1 minuto, y de extensión de 72° C por 1 minuto. Basado en las características 

de los amplicones de cada uno de los genes del spvRABCD se seleccionó la 

temperatura de 61.4° C como temperatura ideal para la amplificación de todos los 

genes. Esta temperatura de alineación se utilizó en el protocolo final de qPCR 

(Tabla 8). 
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Tabla 8: Protocolo de qPCR para detección de spvRABCD. 

Protocolo qPCR de spvRABCD 

94°C x 3 min. 

94° C x 1 min. 

61.4° C x 1 min. 

X 35 ciclos 72° C x 1 min. 

72° C x 3 min. 

12° C x ∞ 

 

Estos ensayos de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador de PCR 

tiempo real CFX Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), donde se identificaron 

la especificidad de la amplificación utilizando las curvas de disociación y utilizando 

un valor de corte de CT = 30 (Tabla 9 y Figura 8). 

 

Tabla 9: Parámetros de amplificación para operón spvRABCD. 

Temperatura Gen CT value T° de disociación 

61.4 ° C 

spvR 30 81.5 

spvA 30 88.5-89 

spvB 30 89.5 

spvC 30 85 

spvD 30 79 
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Figura 8: Gráficas presentadas por el equipo CTX1000 Real Time qPCR. La primera 

grafica nos presenta las temperaturas de disociación y la segunda el CT value. 

 

5.3.1 Cepas utilizadas en el estudio y extracción de ADN 

Los aislamientos utilizados en el estudio se obtuvieron a partir del Cepario del 

laboratorio de Microbiología Molecular de la UAQ, responsable del Sistema de 

Vigilancia Permanente de Salmonella. Los detalles de la colección de las muestras 

y análisis microbiológicos fueron publicados por Regalado y colaboradores 

(Regalado-Pineda et al., 2020). Los aislamientos obtenidos durante los meses de 
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enero a diciembre de 2016 (n = 89) fueron utilizados en el presente trabajo. Estos 

aislamientos se sometieron al proceso de extracción de ADN mediante el kit de 

extracción Quick-DNA Miniprep (Zymo Research) de acuerdo con las condiciones 

del fabricante. La concentración y calidad del ADN se llevó a cabo con un sistema 

Nanodrop 2000 (Thermoscientific). Para los ensayos de qPCR el ADN se 

estandarizó a una concentración de 5 ng/ µL. 

 

5.3.2 Identificación de genes asociados a invasividad mediante ensayos de 

qPCR 

Con el objetivo de identificar la presencia de los genes del operón spvRABCD de S. 

enterica, se llevaron a cabo ensayos de qPCR con la enzima Takara Ex Taq HS, 

siguiendo el protocolo descrito en la Tabla 10. Estas reacciones se llevaron a cabo 

en un equipo CFX Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad).  

 

Tabla 10: Protocolo de reacciones de qPCR para la detección de spvRABCD. 

Reactivo uL 

SYBR Green (TaKaRa) 5 

Primer F 0.68 

Primer R 0.68 

BSA 0.85 

DNA 2 

H2O 0.79 

Total 10 

 

5.4 Cultivo y mantenimiento de D. melanogaster 

En estudios previos realizados en el grupo de trabajo, se estandarizaron las 

condiciones de cultivo y mantenimiento de D. melanogaster cepa Oregon (cepa 

silvestre). La replicación de D. melanogaster se llevó a cabo siguiendo las 

recomendaciones de Tzou et al., 2002 y Diaz-Peña et al., 2019. Las moscas se 

mantuvieron con un régimen de luz y oscuridad de 12:12, con una humedad relativa 

del 50%. La anestesia de las moscas se llevó a cabo por descenso de la temperatura 

colocando hielo debajo de cajas Petri por 5 min aproximadamente. 
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5.4.1 Elaboración del alimento para D. melanogaster 

El alimento de D. melanogaster se elaboró con 100 g de harina de maíz, 52.5 g de 

dextrosa, 26.2 g de sacarosa y 6 g de agar bacteriológico II en 720 ml de agua 

destilada; una vez mezclados los ingredientes, el alimento se sometió a 

esterilización por 15 min a 121°C. Posteriormente, se agregaron 5 ml de ácido 

propiónico y 9.7 g de grenetina comercial disuelta en 100 ml de agua previamente 

estériles. La mezcla se distribuyó en tubos de 10 ml y en matraces de 40 ml. Todos 

los tubos que contenían el alimento se taparon con torundas de algodón estériles y 

se almacenaron a 4 °C.  

 

5.4.2 Preparación del inóculo 

Los aislamientos de Salmonella se obtuvieron del cepario (-20° C), y se activaron 

en CST a 37° C/24 h. Pasado el periodo de incubación las células se lavaron a 

través de un proceso de centrifugación y reconstitución en Solución Salina 

Fisiológica 0.9% NaCl (SSF); siguiendo la metodología reportada por (Kutzer et al., 

2019). Una vez finalizado este procedimiento, el inóculo se estandarizó a una 

concentración aproximada de 1x108 CFU/ml (0.125 A, a 600 nm) utilizando un 

espectrofotómetro (Varioskan Flash Photometric 550). La preparación del inóculo 

se realizó de acuerdo a la metodología reportada por (Stevanovic et al., 2015) 

(Tabla 11). De esta solución se colocaron 50 µl del inóculo preparado en un círculo 

de 2 cm de diámetro de papel filtro #1 (Whatman). Cada círculo de papel filtro 

contenía aproximadamente 1.2x106 células de S. enterica. 

 

Tabla 11: Formulación del inóculo. 

Inóculo µl 

Bacteria 180 

Agua 60 

Colorante 1% (Azul brillante) 10 

Volumen total 250 
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5.4.3 Procedimiento de infección de D. melanogaster 

Para el proceso de infección oral se utilizaron 5 cepas de S. enterica que incluían 

aislamientos con el operón completo, parcial y ausente (Tabla 12). El protocolo de 

infección oral se realizó de acuerdo a la metodología empleada por Ferreira et al., 

(2014). Las moscas fueron sometidas a 2 horas ayuno y posteriormente colocadas, 

2 horas, en los tubos con papel filtro para que consumieran el inóculo bacteriano. 

Después del proceso de infección oral se realizó el conteo y la selección de D. 

melanogaster con el vientre azul, indicador del consumo del inóculo. Para cada 

aislamiento de S. enterica se utilizaron 40 moscas y los ensayos de desafío se 

realizaron seis replicas.  

 

Tabla 12: Códigos empleados en el desafío de Salmonella con D. melanogaster. 

Aislamientos Operón spv Código 

T707.1 RB Salmonella RB 

T708.1 RABCD Salmonella RABCD 

T817.1 RBCD Salmonella RBCD 

79.1 Sin operón Salmonella sin operón 

C - ------ No desafiado 

 

5.4.4 Análisis de la replicación y supervivencia de S. enterica en D. 

melanogaster  

Para el análisis de replicación de S. enterica en las moscas, se colectaron 3 moscas 

a los días 0, 2, 4 y 8 post-infección, se lavaron con 500 µl de etanol al 96% y 

posteriormente con 500 µl de agua destilada estéril con la finalidad de eliminar la 

carga bacteriana externa; posteriormente las moscas se colocaron en tubos de 1.5 

ml y se homogeneizaron con 200 µl de SSF estéril. Se realizaron diluciones 

decuples seriadas y se sembraron en agar XLD (xilosa lisina deoxicolato) siguiendo 

el método de microgotas en placa (Siva-Jothy et al., 2018). El conteo de CFU se 

realizó 24 horas post-inoculación a 37° C. La mortalidad se cuantificó y registró del 
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día 0 al 8 post-infección. 

5.5 Análisis estadístico 

Todos los datos se expresaron como las medias ± el error estándar (SE). Los 

análisis de varianza y los análisis de comparaciones múltiples de medias, fueron 

realizados usando el paquete estadístico el paquete estadístico Statview versión 10. 

Las medias se compararán utilizando la prueba de Fisher (P > 0.05). 

 

6. Resultados y discusión 

6.1 Distribución del operón spvRABCD en genomas y plásmidos de S. enterica 

El análisis bioinformático del operon spvRABCD reveló la presencia de al menos 

220 secuencias en los genomas de S. enterica y en al menos 165 secuencias en 

plásmidos (Tabla 13). La presencia de los genes del operón spvRABCD se 

evidenció en 15 serotipos de Salmonella (Figura 10 y 11); indicando una 

distribución más amplia de lo previamente reportado (Guiney & Fierer, 2011). 

También, en el presente trabajo, se identificaron 24 alelos del gen R, 14 alelos del 

gen A, 33 alelos del gen B, 17 alelos del gen C, y finalmente 27 alelos del gen D. 

 

Tabla 13: Total de secuencias obtenidas del operón spvRABCD en genomas y 

plásmidos de S. enterica. 

% ID %COV  Gen Secuencias en 

genomas  

Secuencias en plásmidos 

92-100 92-100 

spvR 227 165 

spvA 222 170 

spvB 220 191 

spvC 223 173 

spvD 224 171 
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Figura 9: Distribución de serotipos del operón spvRABCD en plásmidos. 
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Figura 10: Distribución de serotipos del operón spvRABCD en genomas. 
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6.2 Ensayo molecular de detección del operón spvRABCD en aislamientos de 

S. enterica provenientes de carne de pollo  

Para determinar la prevalencia del operón spvRABCD se analizaron 89 aislamientos 

obtenidos a partir de pierna y muslo de pollo (64 de supermercados y 25 de 

mercados públicos). Estos aislamientos corresponden al análisis realizado de enero 

a diciembre del 2016. La prevalencia de los genes del operón spvRABCD, a lo largo 

del año fue de 95.5%, 74.2%, 93.2%, 87.7%, y 92.1% respectivamente (Tabla 14). 

 

Tabla 14: Prevalencia del operón spvRABCD dentro de los aislamientos de carne 

de pollo (2016). 

Mes 
# de 

aislamientos 

spvR 

(%) 

spvA 

(%) 

spvB 

(%) 

spvC 

(%) 

spvD 

(%) 

Enero 9 88.9 66.7 77.8 66.7 77.8 

Febrero 12 100.0 91.7 100.0 100.0 100.0 

Marzo 5 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 

Abril 14 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 

Mayo 9 88.9 77.8 88.9 100.0 100.0 

Junio 12 100.0 75.0 100.0 83.3 75.0 

Julio 9 100.0 77.8 100.0 88.9 100.0 

Agosto 6 100.0 0.0 100.0 83.3 100.0 

Septiembre 2 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 

Octubre 5 100.0 60.0 100.0 100.0 100.0 

Noviembre 1 100.0 0.0 100.0 0.0 100.0 

Diciembre 5 60.0 40.0 40.0 40.0 60.0 

TOTAL 89 95.5 74.2 93.4 87.7 92.1 

 

La alta prevalencia de los genes del operón spvRABCD también se ha reportado en 

otras regiones del mundo. Por ejemplo, un estudio en España, realizado entre 2011 

y 2015, con 6,577 aislamientos provenientes de carne de pollo, reveló una 

prevalencia del 50.7% para el gen spvB de y del 44.8% para el gen spvC (Lamas et 
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al., 2016). En India, un estudio con 655 aislamientos obtenidos a partir de muestras 

de pechuga de pollo, reveló una prevalencia de 77.3% y 22.7% para los genes spvR 

y spvC, respectivamente (Shivaning et al., 2020). Un estudio realizado en Brasil 

donde 40 aislamientos de S. Typhimurium, reveló la presencia del operón 

spvRABCD completo, en el 55% de los aislamientos (Seribelli et al., 2020). Este 

último estudio y el presente trabajo, son las primeras evidencias del análisis del 

operón completo. 

 

En el presente estudio, también se reveló la presencia de los genes del operón 

spvRABCD, en los aislamientos, obtenidos a partir de carne de pollo, de los 

serotipos Agona, Anatum, Bareilly, Bredeney, Choleraesuis, Enteritidis, Heidelberg, 

Infantis, Kentucky, Mbandaka, Meunchen, Newport, Oranienburg, Ouakam, 

Panama, Senftenberg y Typhimurium (Tabla 15). Esta amplia distribución del 

operón spvRABCD en diferentes serotipos de S. enterica también se ha evidenciado 

en otros países como Shanghái, Brasil, e Irán donde se ha evidenciado la presencia 

de los genes del operón spvRABCD en los serotipos Anatum, Enteritidis, Infantis, 

Kentucky, London, Montevideo, Newport, Senftenberg y Typhimurium (Rizwana, 

Gulig & Parveen, 2019; Yang et al., 2018; Derakhshandeh, Firouzi & Khoshbakht, 

2013). En conjunto estos resultados sugieren que el operón spvRABCD tiene una 

amplia distribución en los diferentes serotipos de S. enterica. 
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Tabla 15: Distribución y prevalencia del operón spvRABCD en serotipos de S. 

enterica, 2016. 

Serotipo 
# de 

aislamientos 
spvR (%) spvA (%) spvB (%) 

spvC 
(%) 

spvD (%) 

Agona 1 100 0 0 0 0 

Anatum 5 100 60 100 80 100 

Bareilly 1 100 100 100 100 100 

Bredeney 1 100 0 100 100 100 

Choleraesuis 1 100 0 100 100 0 

Enteritidis 51 96 100 100 100 100 

Heidelberg 1 100 100 100 100 100 

Infantis 31 42 13 35 22 29 

Kentucky 2 50 0 0 0 0 

Mbandaka 1 100 100 100 100 100 

Meunchen 1 100 0 100 0 0 

NR 4 100 75 100 75 100 

Newport 3 67 0 34 34 100 

Oranienburg 1 100 0 100 0 100 

Ouakam 1 100 0 100 100 100 

Panama 2 100 100 100 100 100 

Senftenberg 3 100 0 100 100 100 

Typhimurium 5 80 40 80 80 80 

Nota: NR es serotipo no registrado. 

 

6.3 Desafío de D. melanogaster vs. operón spvRABCD  

En el presente trabajo, se observó que el serotipo Infantis presenta diferentes 

combinaciones de los genes pertenecientes al operón spvRABCD. Se identificaron 

aislamientos del serotipo Infantis con los 5 genes (13% de aislamientos), 4 genes 

(6.5% de los aislamientos), 2 genes (9.7% de los aislamientos) y sin operón (61.6% 

de los aislamientos) Además, en numerosas regiones del mundo, el serotipo 

Infantis, se ha convertido en uno de los serotipos más prevalentes en la industria 

cárnica avícola y porcina; y una de las principales causas de infecciones sistémicas 

y multirresistentes a antibióticos (Miller et al., 2010; Tyson et al., 2021; Marder et al., 

2018). Basado en esta información, se seleccionaron 4 cepas de S. Infantis para 
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evaluar el efecto del operón completo e incompleto sobre la replicación de 

Salmonella y la mortalidad en el modelo D. melanogaster.  

 

Las moscas desafiadas con S. Infantis conteniendo el operón completo, tuvieron 

una mayor replicación (P ≤ 0.05) del patógeno a los días 2, 4 y 8 post-infección, 

comparado con las cepas que poseían el operón parcial o sin operón (Figura 11). 

Estos resultados resaltan la importancia del modelo D. melanogaster para llevar a 

cabo estudios de virulencia con S. enterica; esta idea ha sido promovida por otros 

trabajos previamente publicados (Ayres & Schneider, 2008; Brandt et al., 2004). 

Además, el presente estudio también revela que la presencia del operón spvRABCD 

permite una mayor replicación dentro del hospedero.  

 

Figura 11. Replicación de Salmonella en D. melanogaster. 
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Los estudios de sobrevivencia revelaron que los desafíos con S. Infantis que poseen 

el operón con 5 y 4 genes del operón spvRABCD, causan mayor mortalidad (P ≤ 

0.05) comparado con el operón conteniendo 2 y 0 genes. Específicamente el desafío 

con S. Infantis spvRABCD, causa mayor mortalidad (P ≤ 0.05) del día 5, 7 y 8 post-

infección; mientras que el desafío con S. Infantis spvRBCD, causo mayor mortalidad 

(P ≤ 0.05) en el día 8 comparado con S. Infantis sin operón. En promedio, el desafío 

con S. Infantis spvRABCD, causó 5.4% mayor mortalidad que S. Infantis sin operón 

(Figura 12). En conjunto, los resultados de replicación y el porcentaje de mortalidad 

causado por la infección de Salmonella indican que la presencia del operón 

spvRABCD puede ser un factor que aumenta la virulencia de Salmonella. 

 

 

Figura 12. Supervivencia de D. melanogaster vs. Salmonella. 
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7. CONCLUSIÓN 

En el presente trabajo se evidenció que la distribución del operón spvRABCD es 

más amplia de lo previamente establecido. Específicamente, se presenta evidencia 

indicando que este factor de virulencia ha sido adquirido por los serotipos 

Abortusequi, Agona, Anatum, Bareilly, Bovismorbificans, Bredeney, Choleraesuis, 

Dublin, Enteritidis, Gallinarum, Heidelberg, Infantis, Kentucky, London, Mbandaka, 

Meunchen, Milwaukee, Montevideo, Naevsted, Newport, Oranienburg, Ouakam, 

Panama, Paratyphi C, Pullorum, Sendai, Senftenberg y Typhimurium. 

 

Adicionalmente, en el presente trabajo se presenta evidencia de la capacidad de 

aumentar la colonización, morbilidad y mortalidad de S. enterica, indicando que la 

presencia del operón spvRABCD favorece la replicación de S. enterica en el modelo 

D. melanogaster. En particular los aislamientos con los 5 genes tienen un potencial 

de virulencia mayor que los aislamientos que poseen 4, 2 y 0 genes. 

 

Finalmente, este trabajo revela que los aislamientos de S. enterica que circulan en 

la industria cárnica avícola de la zona del bajío de México tienen un elevado 

potencial de virulencia. Una problemática que enfrenta el sector avícola a nivel 

mundial. 
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