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INTRODUCCION

Las infecciones e intoxicaciones de ori-
gen alimentario son todavia una importan-
te causa de morbilidad, manteniéndose
una alta incidencia en los Gltimos anos, a
pesar de las campanas de educacién sani-
taria que se vienen realizando. Una vez
mas, Salmonella enteritidis es el agente
causal mas frecuentemente detectado,
tanto en los brotes de toxinfecciones ali-
mentarias como en el ambiente. Entre 1976
y 1989 se registraron en Espaia 4.596 bro-
tes de toxinfecciones alimentarias, de los
que 1.384 (30%) se debieron a S. enteritidis.
Durante 1992 el Centro Nacional de Refe-
rencia recogié 4.650 cepas de Salmonella
(excluida S. typhi) de las que 3.413 fueron
de origen humano. Durante 1992 y 1993, S.
entferitidis continud siendo el serotipo de
Salmonella mas frecuentemente aislado en
Navarra.
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A pesar de todo, se conoce muy poco
sobre los factores asociados a la virulencia
de S. enteritidis aunque son muchos los
estudios publicados al respecto, no exis-
tiendo un factor claramente correlaciona-
do con la virulencia. Una gran parte de los
estudios sobre marcadores de virulencia
de Salmonella se han aplicado, a nuestro
juicio, a poblaciones mal diferenciadas, en
base solo a su origen (clinico o ambiental)
y no a su capacidad real de producir o no
un efecto deletéreo.

Existe actualmente una gran controver-
sia respecto a la dosis infectiva minima de
Salmonella, concepto de gran trascenden-
cia en salud publica, lo que nos hace sos-
pechar de la existencia de cepas de baja
virulencia. Por ello, en este trabajo se
tomaron cepas de S. enteritidis de origen
humano y animal, y de entornos ambienta-
les (aguas y alimentos), estudiando las
caracteristicas sero-bioquimicas que pre-
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sentan las cepas, asi como su virulencia en
un modelo de infeccién experimental. Una
vez diferenciadas las dos poblaciones de
cepas virulentas y baja virulencia de S.
enteritidis, se estudid la expresién diferen-
cial en las mismas de factores asociados
con la virulencia, para su aplicacién en
pruebas rapidas de diagndstico. Por ulti-
mo, se obtuvieron diferentes complejos
antigénicos de una de las cepas clinicas
para su aplicacion en el diagndstico sero-
l6gico de la infeccién por S. enteritidis en
gallinas.

MATERIAL Y METODOS

Diagnostico seroléogico
Sueros

Se estudiaron un total de 128 sueros
procedentes de otras tantas gallinas de los
que de 72 se disponia del coprocultivo del
mismo animal.

Antigenos

Se obtuvieron cuatro preparaciones
antigénicas de una cepa virulenta de S.
enteritidis (aislamiento clinico en el Hospi-
tal de Navarra). A continuacién se descri-
be brevemente la obtencién y nomenclatu-
ra empleada para las diferentes
preparaciones. La cepa de S. enferitidis se
incub6 en caldo de cultivo TSB. Una vez
alcanzada la fase exponencial del creci-
miento se inactivaron mediante la adicion
de fenol (concentracién final 0,5%). Tras
centrifugacién (4.000 x g, 20 min) se reco-
gi6 el sobrenadante, que fue entonces
ultracentrifugado (100.000 x g, 6 h), obte-
niéndose el sobrenadante (SS) y el sedi-
mento subcelular (SD). A partir del sedi-
mento celular original se procedié a la
extraccion del lipopolisacarido (LPS). Bre-
vemente, 20 g (peso himedo) de bacterias
se resuspendieron en 100 ml de agua
desionizada, y fueron tratadas con un volu-
men igual de fenol a 65 °C, mediante agita-
cion constante, durante 20 min. Tras cen-
trifugar (4.000 x g, 30 min) se recogio el
sobrenadante, rico en LPS, que seria pos-
teriormente purificado mediante digestion
con DNasa, RNasa y proteinasa K. Finalme-
mente, se dializo y liofiliz6. A partir del LPS
se obtuvo una tltima fraccién antigénica,
de naturaleza polisacarida. Para su obten-
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cién, se resuspendio6 la fraccidon de LPS en
acido acético al 2% (2 mg peso seco/ml) y
se hidrolizé a 100 °C, vapor fluente, duran-
te 1 hora. Tras la hidrolisis, se centrifugd a
100.000 x g, 6 h. El sobrenadante (PS) asi
como el sedimento (PSD) resultantes se
dializaron y liofilizaron.

Técnicas serologicas

IDDEX comercial: Esta técnica inmuno-
enzimatica comercial es del tipo ELISA-
competitivo. Brevemente, los sueros se
incubaron en las microplacas conteniendo
el antigeno durante 60 min a 25 °C. A con-
tinuacion, se anadidé un anticuerpo mono-
clonal especifico de S. enteritidis. El suero
anti-Fc de Ig de gallina conjugado con pero-
xidasa de rabano se incub6 durante 30 min
a 25°C.

ELISA experimental: Una concentra-
cion fija del correspondiente antigeno (5
Eg/ml) se fij6 en microplacas de poliestire-
no en tampon carbonato (pH 9,6) durante
12 h a 4°C. Los sueros de gallinas se dilu-
yeron en dichas placas sensibilizadas
(1:100 y 1:1000 en PBS - 0,05% Tween - 5%
leche descremada). Tras una incubacién a
37°C durante 4 h, se anadié el segundo
anticuerpo conjugado con peroxidasa
(anti-IgG de gallina, Nordic Labs., Tilburg,
Netherland), a una dilucién 1:5000 en PBS-
Tween, incubandose durante 30 min a
37°C. Como sustrato-cromoégeno de la reac-
cion se utilizd HoO9-ABTS. Las lecturas de
la densidad 6ptica se efectuaron con un
espectrofotémetero de microplacas (Titer-
tek-Multiskan).

Estudio sobre la virulencia

Cepas bacterianas utilizadas

En este estudio se ha utilizado un total
de 29 cepas bacterianas, de las cuales 27
correspondieron a Salmonella enteritidis
(Tabla 1). Todas las cepas de Salmonella
enteritidis fueron identificadas mediante
métodos bioquimicos y serologicos como
(1.9.12;g.m). El origen de los aislamientos
fue diverso (Tabla 1)

Modelo de Infecién Experimental

Se infectaron grupos de seis pollos
machos recién nacidos ISA Brown de tipo
“layer”, por via intraperitoneal, con 2x10'-
2x10° UFC de la cepa correspondiente. Los
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Tabla 1. Correlacion entre capacidad de formacién del biofilm en ATM y virulencia de Salmonella

enteritidis.
n® de cepa Origen Formacién log,y DL;; dia 3
del biofilm postinfeccion

SA-20 ambiental + 2,61
SA-27 ambiental + 2,83
SA-33 ambiental + 2,25
SA-57 ambiental + 2,45
1167/97 ambiental + 2,03
1168/97 ambiental + 2,21
1170/97 ambiental + 1,42
49/97 ambiental + 1,96
SA-942 ambiental - 5,29
SA-45 ambiental - 4,00
SA-1162 ambiental 4,11
4839/96 alimento - 4,60
5161/96 alimento + 1,14
PT4C alimento + 1,39
PT4 1 alimento + 1,97
830 alimento + 2,93
PT4 C6B animal + 3,06
120/Bar animal + 2,57
126/Bar animal + 1,05
3934 clinica + 1,79
1344 clinica + 2,87
4271 clinica + 2,26
5507 clinica + 3,18
5996 clinica + 2,89
6268 clinica + 2,94
PT4 E clinica + 3,15
PT4 A clinica + 2,45

pollos se observaron durante doce dias
después de la infeccién, anotando cada 12
h el niimero de animales muertos. La dosis
letal 50 (DL5()) se calculé mediante el pro-
grama Grafit (Erithacus Software Limited.
Version 3.0) a los tres dias postinfeccion.
Los animales en estudio se mantuvieron en
un cabina de seguridad con presion nega-
tiva (IFFA CREDO, L Arbresle, Francia), a
temperatura y humedad constante, reci-
biendo comida y agua ad libitumn.

Induccién selectiva de adhesiéon y
autoagregacion

Las cepas almacenadas a -80 °C fueron
cultivadas en agar de tripticasa soja (TSA)
durante una noche a 37 °C. Se inocul6é un
matraz con 50 ml de caldo de tripticasa
soja (TSB) con tres colonias del anterior
cultivo y se incubd en un bano a 37°C con
agitacién (200 rpm) durante aproximada-
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mente cuatro horas hasta alcanzar una
DOggq 0,4 (fase exponencial). Las células
se centrifugaron a 14.000 x g durante cinco
minutos y se resuspendieron en el medio
ATM (60 mM CINa, 30 mM NaHCOg, 20 mM
KCl, 111 mM Glucosa; pH 8,4) hasta una
DOs5qq 0,4, en tubos de vidrio que se incu-
baron durante 1-2 horas con agitacion
vigorosa a 37°C*.

Estudio en cultivos celulares Caco-2

En este estudio se utilizo el sistema de
membranas porosas como soporte para
el cultivo de la linea celular de enteroci-
tos de carcinoma de colon (Caco-2). Se
prepararon monocapas de células diferen-
ciadas sobre “Transwell filter units” (0,33
cm?, 3,0 mm diametro de poro. Costar,
Cambridge, MA). Para ello, 10° células
aproximadamente se anadieron apical-
mente sobre los filtros sumergidos en 1
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ml de “medio de incubacién” [DMEM (Dul-
becco’s Modified Eagles Medium), 10% de
FBS (suero fetal bovino, GIBCO)]. Las
células en monocapa se utilizaron a los 15
dias de incubacion (37 °C, 5% de CO») tras
comprobar la correcta polarizacién y for-
macion de la monocapa mediante la medi-
da de la resistencia transepitelial (Milli-
cell ERS, Millipore). Las monocapas se
infectaron apicalmente con un cultivo en
fase exponencial de la cepa correspon-
diente de Salmonella, de forma que la can-
tidad total inicial de bacterias en la parte
apical fue de 107 UFC/ml. A continuacién,
las células infectadas se incubaron (37 2C,
5% de CO9) durante 4 horas. Se determind
la resistencia transepitelial de la monoca-
pa en los tiempos 0, 1, 2, y 4 horas de
incubaciéon. Las lecturas se corrigieron
segun la superficie de la monocapa y los
datos se expresaron en centimetros cua-
drados®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio serologico

El objetivo consistia en el desarrollo de
una prueba seroldgica para el diagnéstico
de la infeccién por S. enteritidis en aves.
Hasta el momento la técnica mas amplia-
mente utilizada es una prueba inmunoenzi-
matica comercializada (IDDEX); sin embar-
go, esta técnica presenta los siguientes
inconvenientes: existe un cierto porcentaje
de falsos negativos en animales infectados
(bacteriologia positiva); no diferencia los
animales vacunados de los infectados; es
una técnica muy costosa. Por ello, se estu-
diaron mediante un ELISA indirecto la sen-
sibilidad y especificidad de diferentes
extractos antigénicos obtenidos de una
cepa virulenta de origen clinico de S. enteri-
tidis. El andlisis quimico (proteinas y LPS)
de estas fracciones antigénicas se incluye
en la tabla 2.

Tabla 2. Valores comparativos de Sensibilidad y Especificidad pra el IDDEX y el ELISA experimental
con cada uno de los antigenos utilizados. Comparacién de gallinas sanas vs. infectadas (A),
y comparacion de “sanas + vacunadas” vs. infectadas (B).

Antigeno Prot/LPS% Sensibilidad Especificidad Sensibilidad Especificidad
%(A) %(A) %(B) %(B)
LPS 1,3/99,0 70,8 100 70,8 59,9
PS 0,6/17,9 76,4 100 76,4 88,6
SD 31,6/50,7 72,2 100 72,2 52,3
SS 23,8/27,9 75,0 68,2 75,0 47,7
IDDEX comercial 55,6 100 55,6 50,0

En un primer estudio se emplearon un
total de 12 sueros de gallinas, que se selec-
cionaron por ser positivos o negativos
mediante la prueba IDDEX (6 sueros positi-
vos y 6 sueros negativos). Los resultados
obtenidos en nuestras condiciones demos-
traron que los sueros negativos por IDDEX
lo eran también empleando nuestros anti-
genos; sin embargo, con respecto a los sue-
ros positivos por IDDEX, encontramos algu-
nos hechos significativos. En primer lugar,
dependiendo de la preparacion antigénica
empleada algunos de los sueros podrian
considerarse negativos. En segundo lugar,
uno de los sueros (1/6) pudo haberse con-
siderado negativo mediante dicha prueba, y
sin embargo, fue claramente positivo utili-
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zando algunos de nuestras preparaciones
antigénicas (LPS, PS y SED).

Estos resultados sugieren que el IDDEX
no es una prueba definitiva en cuanto a su
sensibilidad. Por otra parte, la prueba
IDDEX quizés presente también problemas
de especificidad ya que dos de los sueros
(2/6) fueron negativos con algunos de nues-
tros antigenos. Debe tenerse en cuenta que
no se dispone del coprocultivo directo de
estas gallinas, por lo que no existe una
prueba directa de que estuvieran realmen-
te infectadas. Por ello, con objeto de con-
firmar estos datos, en un segundo estudio
se analiz6 un mayor ntimero de sueros de
gallinas, de las que ademas disponiamos de
los datos del coprocultivo. Asi, se emplea-
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ron un total de 116 sueros de gallinas dis-
tribuidos de la siguiente forma: Grupo 1
(n=72), gallinas infectadas con S. entferitidis
(coprocultivo positivo); Grupo 2 (22), galli-
nas sanas; Grupo 3 (22), gallinas vacuna-
das. Los resultados obtenidos se muestran
en la tabla 2. Si no consideramos el grupo
de aves vacunadas, es decir, si no nos inte-
resa diferenciar vacunados de infectados,
el valor de sensibilidad del IDDEX es infe-
rior al obtenido con el antigeno PS (55,6 vs.
76,4%), con una especificad en ambos
casos del 100%. Si, por otra parte, se consi-
dera deseable la diferenciacién seroldgica
del grupo de animales vacunados de los
infectados, la especificidad del IDDEX es de
nuevo claramente inferior a la obtenida por
ELISA con el antigeno PS (50,0 vs. 88,6%).

En definitiva, los resultados obtenidos
sugieren de nuevo que nuestro sistema
ELISA podria ser una alternativa valida a la
prueba comercial IDDEX, al menos para su
uso en nuestra Comunidad.

Estudio sobre la virulencia

Desarrollo de un modelo animal

Se trata de aplicar un modelo sencillo y
econdmico. En primer lugar, con objeto de
comprobar su poder discriminatorio, se
compararon un aislamiento clinico, y por
tanto virulento (S. enteritidis 5996), y una
cepa rugosa (avirulenta) de S. minnesota
(SF 1121 RalP) tal y como se indica en la
secciéon de material y métodos. Ningdn
pollo infectado con la cepa de S. minneso-
fa muri6 durante los doce dias de observa-
ci6n después de la infeccién. En cambio la
dosis letal 50 (DLgg) calculada a los tres
dias postinfeccién de la cepa de S. enteri-
tidis 5996 fue inferior a mil células (2,89
logs).

Tras esta observacion se decidio
ampliar el estudio con objeto de alcanzar
el primero de los objetivos planteados en
este trabajo: comprobar si realmente exis-
tian aislamientos de S. enteritidis de distin-
ta virulencia y si este modelo era capaz de
diferenciarlas. Para ello, se tomaron 27
cepas de S. enteritidis de distintos grupos
de aislamientos de diferente origen (Tabla
1). Tras la infeccion de los polios se calcu-
16 1a DLg(y de las distintas cepas a los tres
dias postinfeccion (Tabla 1). Tras realizar
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un analisis estadistico de todos los datos
de la variable DLg() , se encontraron dos
grupos con centros “cluster” en logjg
DL5 2,32 (alta virulencia) y 4,50 (baja viru-
lencia). Al aplicar un test de Mann-Whit-
ney, estas diferencias demostraron ser
altamente significativas (p<0,0001). Tres
de las cuatro cepas incluidas dentro del
grupo de baja virulencia fueron aisladas de
aguas y la otra cepa fue aislada de una
crema no implicada en toxinfecciones
(Tabla 1). Todas las cepas clinicas queda-
ron incluidas dentro del grupo de alta viru-
lencia, lo que podria considerarse como
un control a favor del poder discriminato-
rio de la virulencia de S. enteritidis en este
modelo de infeccion,

En definitiva, mediante este modelo era
posible detectar aislamientos de S. enteriti-
dis de virulencia estadisticamente distinta,
un hecho no descrito en la literatura.

Expresion de una matriz extracelu-
lar por las cepas mds virulentas de Sal-
monella enteriditis

Como ya se mencioné anteriormente,
durante su viaje por el organismo Salmo-
nella debe tolerar varias agresiones como
el pH gastrico y los péptidos antimicrobia-
nos segregados por los enterocitos. Duran-
te este viaje se produce una interaccion
intima entre la bacteria y las células hos-
pedadoras mediante una serie de sefales
bioquimicas. Luego, durante la invasion,
dentro de las células epiteliales y fagociti-
cas ocurren espectaculares sucesos que
invocan también numerosos procesos de
induccion®.

Asi, se puede decir que la virulencia en
Salmonella, y en la mayoria de otros micro-
organismos, es una propiedad adquirida’.
Consiguientemente, osmolaridad, tension
de oxigeno, pH, concentracion de cationes
libres (hierro, magnesio, etc), influyen sig-
nificativamente en el fenotipo y la expre-
sién de genes de invasion®.

Por todo ello, con el objetivo de la dife-
renciacion in vifro de la virulencia, se estu-
di6 la expresion de un fenotipo diferencial
por las cepas virulentas tras la induccion
de una situacién de estrés, que podria
regular la expresion de los genes especifi-
cos involucrados en la virulencia. En un
primer ensayo se compard el comporta-
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miento de un aislamiento clinico (cepa
5996, alta virulencia) y uno ambiental
(cepa SA-942, baja virulencia) de S. enteriti-
dis en un medio (ATM) deficiente en
nutrientes esenciales. Ademas, también se
estudi6 en estas condiciones un aislamien-
to clinico de Escherichia coli O:111. Duran-

te la incubacién, se observo la formaciéon
de unos filamentos (biofilm) blancos de
apariencia mucosa, pegados al vidrio justo
en la interfase liquido-aire, s6lamente en el
cultivo correspondiente a la cepa clinica S.
enteritidis 5996 (Fig. 1). El fenémeno se
hizo visible a las tres horas de incubacioén.

Figura 1. Biofilm producido por la cepa 3934 tras su incubacién en ATM.

El biofilm formado fue muy estable y per-
manecioé unido al vidrio incluso después
de agitar fuertemente con un vortex. En
ninguno de los cultivos se pudo apreciar
multiplicacion bacteriana, de forma que la
DOsggg a lo largo de 96 horas de incubacion
se mantuvo constante, excepto en el caso
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de la cepa formadora del biofilm, cuya
DOggq disminuy6 progresivamente debido
a que, a lo largo de la incubacion, parte del
cultivo inicial fue integrandose en el bio-
film. Posteriormente, se determind el
namero de UFC/ml] a las 96 horas de incu-
bacion mediante siembra en TSA. Para
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ello, con ayuda de una jeringuilla se despe-
g6 el biofilm y se sonicé (30 seg a 50
Watios; Branson, Sonifier 450) con objeto
de disgregar las células formadoras del
biofilm. El recuento fue igual al in6culo ini-
cial en el caso de las tres muestras, corro-
borando que estas bacterias no son capa-
ces de multiplicarse en ATM.

Debido a la relacion observada entre
alta virulencia (cepa 5996, modelo de
infeccion pollo recién nacido, via ip) y la
capacidad de formaciéon del biofilm en
ATM (negativo en la cepa de baja virulen-
cia SA942), se decidi6é ampliar el estudio a
un mayor namero de cepas de S. enteritidis
de conocida virulencia en el modelo ya
citado. Para ello, se incubaron 27 cepas del
mismo modo ya descrito y se monitorizé
visualmente la aparicion del biofilm duran-
te 48 horas de incubacién. Los resultados
se expresan en la tabla 1.

Los resultados indicaron que todas las
cepas utilizadas en este estudio incluidas
en el grupo de alta virulencia, fueron capa-
ces de formar un biofilm durante su incu-
bacién en ATM. Ademas, en los cultivos de
todas las cepas formadoras de biofilm, se

observo la formacioén de un agregado celu-
lar en el fondo del tubo muy dificil de dis-
gregar por agitacion. Las cuatro cepas del
grupo de baja virulencia, no fueron capa-
ces de formar el biofilm y tampoco se
observo la aparicién del agregado celular
durante las 48 horas de incubacion.

Como ya se ha comentado anterior-
mente, el medio ATM no permite la multi-
plicacion de S. enteritidis. Al suplementar
el medio con suero de ternera fetal (10%) o
con extracto de levadura (3 mg/ml) el feno-
meno se inhibié y se produjo una intensa
multiplicacién bacteriana. A partir de esta
observacién se decidi6 estudiar el efecto
del estrés nutricional mediante la suple-
mentacion del medio con diferentes sales.
Los resultados demostraron que el biofilm
no se producia cuando el ATM era suple-
mentado con una fuente inorganica de fos-
foro, nitrégeno, azufre, magnesio, calcio o
hierro (Fe*). Sin embargo, la concentra-
cion minima inhibitoria de las sales de
nitrégeno, hierro y calcio fueron muy ele-
vadas (10, 20 y 500 veces por encima de la
concentracion de estas sales en un medio
de cultivo estandar) (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracién inhibitoria minima de sales en la formacién del biofilm" por S. enteritidis.

Sal suplementada Concentracién CIMP b/a
en medio normal®

CaCl, 0,01 mg/ml 5 mg/ml 500
FeCly 0,014 mg/mi 0,28 mg/ml 20
NH,4C] 1 mg /ml 10 mg/ml 10
S0O,Na, 5 mg/ml 10 mg/ml 2
Na,HPO4 10 mg/ml 10 mg/ml 1
(NH4)*H,PO, 5 mg/ml 5 mg/ml 1
MgCl, 0,02 mg/ml 0,018 mg/ml 1

* Concentracién minima requerida en un medio para bacterias hetero6trofas.

Comportamiento de S. enteritidis en
cultivos Caco-2

En este estudio, nuestro objetivo se
Centraba en determinar si las cepas maés
Virulentas de S. enterifidis eran igualmente
nés habiles en su capacidad de invadir
enterocitos. Para ello, se utilizo el sistema
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de membranas porosas como soporte para
el cultivo de la linea celular de enterocitos
de carcinoma de colon (Caco-2). Ha sido
previamente demostrado que, a diferencia
de los simples cultivos sobre plastico, este
sistema causa la diferenciacién de estas
células, mimetizando las condiciones in
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vivo. Tras un periodo de incubacion, se
produce la polarizacién de los enterocitos.
La formacién de una monocapa estable y
compacta, confluente, conformada gracias
a la formacion de las uniones fuertes inter-
laterales, se puede medir facilmente
mediante un resistémetro.

Monocapas de células Caco-2 diferen-
ciadas se prepararon sobre las membranas
porosas (“inserts™) (3 mm, didmetro de
poro) en microplacas de 24 pocillos. Para
ello, 10" células en “Dulbecco modified
medium” con 5% de suero de ternera fetal
se incubaron sobre cada “insert” a 37 °C en
una atmésfera 10% C02-90% aire, hasta

alcanzar la confluencia, aproximandamen-
te 15 dias. El medio fue cambiado diaria-
mente. La medida de la confluencia fue
determinada mediante un voltimetro-resis-
témetro, posicionando los microelectro-
dos sobre la monocapa y en el medio
sobrenadante.

El ensayo de la adherencia sobre los
enterocitos se realizé incubando los ente-
rocitos en monocapa sobre el “insert” con
107 UFC/ml de la correspondiente cepa de
Salmonella a estudio. La mezcla se dejo
incubar a 37 °C, determinandose la resis-
tencia eléctrica cada hora. Los resultados
obtenidos se expresan en la figura 2, en
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Figura 2. Efecto de la infeccion de células Caco-2 en monocapa con diferentes cepas de Salmonella.

Perturbacion de la integridad de la monocapa. Reduccion de la resistencia eléctrica trans-

membrana (RET) en el tiempo (horas)

donde se puede observar que las cepas
méas virulentas en el modelo animal (n®
3934 y n? 5996) fueron también las que pro-
dujeron una mayor perturbacién en la
monocapa, haciendo disminuir la resisten-
cia en aproximadamente un 80% respecto
la resistencia original, indicativo de per-
turbacion de las uniones fuertes intercelu-
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lares o incluso de lisis celular, fenémeno
éste nltimo que se esta estudiando en la
actualidad.

Los resultados sugieren que el biofilm
formado por las cepas mas virulentas de S.
enteritidis en nuestras condiciones experi-
mentales, pudiera ser un factor de virulen-
cia. Un biofilm se puede definir como una
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poblacién de bacterias incluidas en una
matriz adheridas unas a otras y/o a una
interfase o sustrato biolégico (otras célu-
las o tejidos, incluyendo matrices polimé-
ricas) o abioldgico (mineral o sintético)".
La significancia real de los biofilms bacte-
rianos ha ido surgiendo gradualmente
desde su primera descripcion'!, y el primer
reconocimiento de su ubicuidad®. Si los
biofilms bacterianos fueran simplemente
células adheridas a una superficie, su
importancia seria minima, pero hoy sabe-
mos que las diferencias entre las células
libres y formando parte del biolfilm son
muy significativas®. Durante el complejo
proceso de adhesion, el fenotipo de las
células bacterianas se va alterando como
respuesta a la proximidad de una superfi-
cie'. Es posible que los genes que expre-
san el factor de adherencia en nuestras
condiciones experimentales (ATM) sean
también activados por senales ambienta-
les del hospedador durante la infeccién.
Sin embargo, ain no tenemos datos con-
cluyentes que demuestren que el biofilm
es un factor de virulencia. Se deben
ampliar los estudios en cultivos celulares
de enterocitos asi como demostrar su
expresion in vivo. De cualquier forma, los
resultados obtenidos sugieren que la for-
macién de un biofilm en ATM pudiera ser
utilizado como una herramienta diagnosti-
ca en la discriminacion de las cepas viru-
lentas de S. enteritidis.
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