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e DESARROLLO DEL PROYECTO

RESUMEN

Los serotipos de Salmonella entérica, hadar y heidelberg, son agentes causales de
salmonelosis, una infeccion intestinal, ampliamente distribuida por todo el mundo [1].
Actualmente, las principales fuentes de infeccidn en humanos incluyen productos avicolas,
como el consumo de carne de ave o huevos contaminados [2]. En Argentina, el Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) a través del Programa de Control de
las Micoplasmosis y Salmonelosis (Resolucién N° 882/02) exige a los establecimientos
avicolas a realizar controles de sus animales para disminuir el impacto de esta zoonosis en la
salud publica. Por ello, en la presente propuesta de trabajo planteamos estudiar la
patogenicidad de Salmonella hadar y heidelberg, utilizando como modelo de infeccidn lineas
celulares humanas y aviares y aplicando técnicas de biologia celular, molecular y
microbioldgicas. Los resultados obtenidos aportaran al entendimiento y conocimiento de los

mecanismos moleculares asociados a la infeccidn en aves y su transmisién a humanos.

DISENO DE INVESTIGACION

Objetivo general:
Determinar la infectividad de S. hadar y heidelberg en células aviares y humanas.

Objetivos especificos:

- Evaluar la respuesta de S. hadar y heidelberg frente al tratamiento con antibidticos.

Con el objetivo de identificar antimicrobianos efectivos para el tratamiento de infecciones
producidas por S. hadar y heidelberg, se determinara la susceptibilidad de S. hadar y
heidelberg frente a diferentes agentes antimicrobianos. En primer lugar, se realizara la prueba
de sensibilidad a discos antibiéticos en Mueller Hinton (MH) agar. Posteriormente, se utilizara
el e-Test, un antibiograma mas sensible, que permitira determinar la concentracién inhibitoria
minima de los antibidticos en estudio [11].

Finalmente, se utilizaran los antibidticos que hayan demostrado efectividad contra S. hadar y
heidelberg para tratar células aviares y, a través del conteo de unidades formadoras de
colonia se analizara la inhibicion en la replicacién bacteriana in vitro.

- Evaluar la asociacion e invasion de S. hadar y heidelberg en un modelo de células aviares. A
partir de cultivos de S. hadar y heidelberg, obtenidos en medio de cultivo Luria Bertani Broth
(LB), se determinaran la cantidad de Unidades Formadora de Colonias (UFC) en la fase
exponencial, a fin de calcular la multiplicidad de infeccion (MOI). Posteriormente, las bacterias
se enfrentaran a células de la linea celular: QM7 (fibroblastos de codorniz) durante distintos
periodos de tiempo y se cuantificard la asociacién por recuento de colonias viables. Para
diferenciar las bacterias asociadas de las internalizadas, se tratardan a las células con
antibidtico (determinado en el objetivo 1) para eliminar las bacterias extracelulares y se
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cuantificara la invasion por recuento de colonias viables. Por otro lado, se emplearan células
de carcinoma de colédn humanas (Caco-2) para evaluar la capacidad de S. hadar y heidelberg
para invadir células de origen humano.

- Estudiar la modulaciéon de la respuesta pro-inflamatoria durante la infeccién de S. hadar y
heidelberg. Con el objetivo de evaluar la induccién de mediadores inmunes durante la
infeccién bacteriana, se determinaran los niveles de ARN mensajero (ARNm) de citoquinas
tales como: TNF-a, IL-1B e IL-6 por Reaccién en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa
Inversa (RT-PCR). Para ello, se infectaran células QM7 con S. hadar y heidelberg, vy
posteriormente se extraerd el ARNm. Mediante el empleo de la enzima transcriptasa reversa
se obtendra el ADN copia que servira como templado para la PCR.

Ademas, se disenaran los cebadores para amplificar los genes de interés, que codifican para
TNF-a, IL-1B e IL-6. Finalmente, los productos de PCR se observaran por electroforesis en gel
de agarosa y se cuantificara la cantidad de ADN obtenido, que serd directamente proporcional
a la cantidad de citoquina inducida por la célula huésped frente a la infeccidn.

RESULTADOS ESPERADOS

La escasa informacidn en relacion a la patogenia de S. hadar y heidelberg propone una
problematica a la hora de afrontar las infecciones por dicho patégeno. En Estados Unidos y
Canada, S. Heidelberg ha sido identificada como uno de los serotipos que mayormente infecta
humanos y aves de corral [12], [13]. Recientemente, en Argentina se han reportado un caso
de aislamiento de S. Heidelberg resistente a oximino-cefalosporinas recuperado de un
paciente internado en Buenos Aires [14]. Sin embargo, poco se conoce sobre la patogenicidad
de esta bacteria en células aviares y humanas. Por ello, se esta desestimando la capacidad de
esta bacteria de afectar la salud humana. Finalmente, teniendo en cuenta que cada modelo
bacteriano posee caracteristicas distintivas que impiden que se generalizarse a un grupo de
bacterias con semejanzas por ejemplo estructurales; es de gran importancia poder abordar
este estudio de caracterizacién de patogenia de especies y de susceptibilidad a antibiéticos.
Esperamos caracterizar la infeccién de S. hadar y heidelberg en lineas células aviares y
humanas, como asi también determinar el tipo de respuesta inmune que estas células
desarrollan al ser infectadas. Ademas, esperamos definir la respuesta de ambas cepas

bacterianas al tratamiento con antibidticos, tanto en el contexto del crecimiento bacteriano,
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como en el de la infeccidn. Finalmente, consideramos que los resultados a obtenerse en este
proyecto podran contribuir al entendimiento y conocimiento de los mecanismos moleculares
asociados a las infecciones por Salmonella y a su susceptibilidad a agentes antimicrobianos,
como herramientas de control y prevencion de la salmonelosis.

Por otro lado, en términos de la formacién de recursos humanos y del crecimiento en el area

de ciencia y técnica de nuestra universidad esperamos que el desarrollo de la presente

propuesta de trabajo contribuya a la generacién de recursos humanos capacitados en técnicas

de microbiologia, biologia molecular y celular, asi como la incorporacién de un trabajo en
conjunto de la UMAZA, con la Universidad de Toronto en Canada y el IHEM en Mendoza. Sin

dudas, la posibilidad de que investigadores como becarios de la UMAZA puedan trabajar en
conjunto con una unidad ejecutora del CONICET, asi como con una universidad internacional,

caracterizada por su excelencia en ciencia y catalogada dentro de las mejores universidades
del mundo, sera el puntapié inicial para poder, en un futuro, consolidar nuestro grupo de
investigacion de la UMAZA, fortalecido en colaboraciones tanto nacionales como

internacionales.

Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons Argentina.
Atribucién-NoComercial-Compartirigual 2.5 Argentina (CC BY-NC-SA 2.5 AR) AN
s YT hitps://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/2.5/ar/ Pag ina 4 de 4

a Prod

i
- Cienti

Documento descargado de UMaza Digital - Repositorio de Acceso Abierto y Memoria Intelectual. Universidad Juan Agustin Maza




