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RESUMEN 

 

El género Salmonella agrupa a más de 2500 serovares, muchos de los cuales son 

patógenos humanos y animales. El serovar Dublin afecta principalmente al ganado bovino 

pudiendo llegar a infectar a seres humanos por el consumo de alimentos contaminados. 

Salmonella presenta diversos mecanismos que le permiten ingresar y colonizar 

sistémicamente a sus hospederos. Algunos de estos mecanismos se relacionan con la 

capacidad de invadir el epitelio intestinal y sobrevivir al interior de las células del sistema 

inmune del hospedero, principalmente macrófagos. En ambos procesos los sistemas de 

secreción de proteínas juegan un papel fundamental. 

El Sistema de Secreción Tipo VI (T6SS) es el sistema de secreción más recientemente 

descrito en bacterias Gram negativo. Este sistema se encuentra codificado en el genoma 

de cerca del 25% de las bacterias secuenciadas y su importancia en las relaciones 

interbacterianas y en la relación bacteria-hospedero lo han convertido en un blanco de 

estudio de gran interés. Previamente, hemos identificado la presencia de 5 T6SS 

filogenéticamente distintos y distribuidos diferencialmente en representantes del género 

Salmonella. S. Dublin posee dos T6SS codificados en las islas de patogenicidad SPI-6 y 

SPI-19. 

El objetivo de este proyecto fue determinar si los T6SS codificados en SPI-6 y SPI-19 se 

expresan al interior de macrófagos murinos y si cumplen un papel en los procesos de 

invasión y supervivencia intracelular de S. Dublin en estas células. Para esto, se evaluó la 

expresión intracelular y translocación de un componente fundamental del sistema (VgrG) 

y se compararon mutantes de los T6SS de SPI-6 y SPI-19 respecto a la cepa silvestre en 

su capacidad de invadir y sobrevivir en macrófagos murinos en cultivo in vitro. 

Para evaluar la expresión del gen vgrG y de la proteína VgrG codificada en cada uno de 

los T6SS presentes en el genoma de S. Dublin al interior de macrófagos, se construyeron 

en el cromosoma de la bacteria fusiones transcripcionales y traduccionales a la proteína 

fluorescente verde y se infectaron macrófagos RAW 264.7 con las cepas que contenían 

estas fusiones. Mediante microscopía de epifluorescencia se observó la expresión de las 
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fusiones transcripcionales y traduccionales del componente VgrG de ambos T6SS desde 

tiempos tempranos de infección. 

Para determinar la translocación de VgrG al citoplasma de macrófagos infectados in vitro, 

se utilizaron fusiones traduccionales de VgrGSPI-6 y VgrGSPI-19 al reportero TEM-1 

construidas en el plasmidio pFlagTEM. La translocación de cada proteína de fusión se 

determinó mediante un ensayo de fluorescencia acoplado a FRET. Para ello, se infectaron 

macrófagos RAW 264.7 con las cepas que contenían estas fusiones y posteriormente se 

analizaron los macrófagos infectados mediante microscopía de epifluorescencia. Se 

observó la translocación de VgrGSPI-19 a tiempos tempranos de infección y la translocación 

de VgrGSPI-6 a tiempos tardíos de infección. Sin embargo, la baja frecuencia de los 

eventos de translocación observados hace necesario realizar la comprobación del 

fenómeno mediante metodologías más sensibles. 

Para determinar si los T6SS codificados en el genoma de S. Dublin participan en los 

procesos de internalización y supervivencia de la bacteria al interior de macrófagos 

murinos, se realizaron ensayos de protección a gentamicina. En ellos se comparó la 

capacidad de ingresar y sobrevivir al interior de macrófagos RAW 264.7 de la cepa 

silvestre y cepas mutantes de los T6SS o del componente ClpV. Los resultados obtenidos 

en este trabajo demostraron que ninguno de los T6SS contribuye a la invasión y 

supervivencia intracelular de S. Dublin en macrófagos murinos. 

En conclusión, los T6SS codificados en las islas de patogenicidad SPI-6 y SPI-19 de 

S. Dublin se expresan al interior de macrófagos murinos, pero no participan en la 

capacidad de la bacteria para invadir y sobrevivir al interior de éstos. 

 



X 

 

 

SUMMARY 

 

The Salmonella genus includes over 2500 serovars, many of which are human and animal 

pathogens. Although the serovar Dublin affects mainly livestock, it constitutes a threat to 

humans who consume contaminated foods. 

Salmonella has several mechanisms to colonize its hosts systemically. These mechanisms 

allow it to invade the intestinal epithelium and survive within immune cells, mainly 

macrophages. Of note, protein secretion systems play a central role in these processes. 

The Type VI Secretion System (T6SS) is the most recently described protein secretion 

system in Gram-negative bacteria. This secretion system is present in about 25% of all 

bacterial genomes and its putative role in inter-bacteria and bacteria-host relationships 

makes it an important target for scientific research. Previously we have identified the 

presence of 5 phylogenetically diverse T6SS distributed differentially in the Salmonella 

genus. S. Dublin carries two of these systems codified in the pathogenicity islands SPI-6 

and SPI-19. 

The aim of this thesis was to determine if the T6SSs codified in SPI-6 and SPI-19 are 

expressed in and translocated to the cytosol of murine macrophages, and if they play a 

role in the internalization and survival of S. Dublin inside these cells. To achieve this, 

intracellular expression and translocation of a core component of T6SSs (VgrG) was 

analyzed and T6SS mutants were compared with the parental strain in their ability to 

invade and survive within murine macrophages in vitro.  

To asses the expression of the vgrG gene and VgrG protein codified in each S. Dublin 

T6SS within murine macrophages, transcriptional and translational fusions to the green 

fluorescent protein were constructed and macrophages RAW 264.7 were infected using 

the strains bearing these fusions. Using epifluorescence microscopy, expression was 

observed for the transcriptional and translational fusions of the VgrG component of both 

T6SSs. 



XI 

 

To determine the translocation of VgrG to the cytosol of infected macrophages in vitro, 

translational fusions of VgrGSPI-6 and VgrGSPI-19 to the TEM-1 reporter were constructed in 

plasmid pFlagTEM. Translocation of each protein was determined using a FRET-coupled 

fluorescence assay. To achieve this, RAW 264.7 macrophages were infected using strains 

bearing these fusions and subsequent analysis of the infected macrophages was carried 

out by epifluorescence microscopy. VgrGSPI-19 translocation was observed shortly after 

infection and VgrGSPI-6 translocation was observed several hours after infection. 

Noteworthy, due to the low frequency of the translocation events observed it is necessary 

to confirm this observation by means of more sensitive methods. 

To determine if the T6SSs codified in the S. Dublin genome play a role in the 

internalization and survival processes of the bacteria within murine macrophages, 

gentamicin protection assays where conducted. In these experiments, the ability to enter 

and survive in RAW 264.7 macrophages in vitro was compared between T6SS and ClpV 

mutant strains and the parental strain. The results of this work show that none of the 

T6SSs contribute to the ability of S. Dublin to invade and survive in murine macrophages. 

In conclusion, the T6SS encoded in pathogenicity islands SPI-6 and SPI-19 of S. Dublin 

are expressed in murine macrophages, but these do not play a role in the invasion or 

intracellular survival of the bacteria in these cells.  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Salmonella es un microorganismo patógeno de gran importancia sanitaria a nivel global. 

El género comprende a las especies Salmonella bongori y Salmonella enterica, que en 

conjunto agrupan a más de 2.500 serovares. Salmonella enterica se divide en siete 

subespecies, de las cuales la subespecie enterica es la principal causante de 

enfermedades en humanos y otros animales de sangre caliente [1]. 

Dependiendo de las características del serovar y del hospedero infectado, Salmonella 

enterica es capaz de producir distintos cuadros patológicos. Por ejemplo Salmonella 

enterica serovar Typhi en el ser humano causa la fiebre tifoidea, una enfermedad 

sistémica caracterizada por bacteremia, fiebre, inflamación del hígado y bazo, y en 

algunos casos perforación intestinal y hemorragia. Sin embargo, S. Typhi no causa 

enfermedad en otros animales. Por otra parte, Salmonella enterica serovar Typhimurium 

produce en humanos una gastroenteritis autolimitada caracterizada por diarrea, dolor 

abdominal, nauseas, vómito y fiebre, mientras que en el ratón produce una enfermedad 

sistémica similar a la fiebre tifoidea [2]. Se estima que los casos a nivel mundial de 

gastroenteritis por Salmonella ascienden a los 93.757.000, de los cuales 155.000 tienen 

consecuencias fatales [3]. 

En el caso del ganado bovino, éste desarrolla comúnmente gastroenteritis debido a 

S. Typhimurium y a Salmonella enterica serovar Dublin [4]. A diferencia de 

S. Typhimurium, que es un serovar de amplio rango de hospedero, S. Dublin se 

caracteriza por ser un serovar de rango restringido además de ser capaz de mantenerse 

indefinidamente en el hospedero bovino y encontrarse frecuentemente asociado a 

complicaciones respiratorias y aborto [1, 4]. En Estados Unidos, S. Dublin corresponde al 

quinto serovar más común en aislados clínicos no humanos, siendo su mayor presencia 

en ganado bovino. Pese a no ser un serovar que se asocie comúnmente a patologías en 

humanos, es capaz de provocar enfermedad con compromiso vital producto del consumo 

de alimentos contaminados [5, 6]. 

La infección por Salmonella comienza cuando ingresa al organismo mediante el consumo 

de agua y alimentos contaminados. Después de pasar por el estómago y llegar al intestino 

delgado, Salmonella es capaz de invadir la mucosa intestinal mediando su internalización 

en los enterocitos y principalmente a través de las células M. Salmonella provoca la 
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formación de proyecciones de membrana, lo cual culmina con la internalización de la 

bacteria en una vacuola [7]. Luego, Salmonella es transportada al subepitelio, 

principalmente hacia las placas de Peyer (Figura 1). En los serovares que causan 

gastroenteritis, generalmente la infección no procede más allá de la lámina propia. Por 

otra parte, los serovares capaces de generar infección sistémica, luego de atravesar la 

barrera epitelial y ser internalizados por los macrófagos residentes, expresan varios 

factores de virulencia que les permiten sobrevivir a la actividad antimicrobiana de los 

macrófagos y diseminarse hacia los nódulos linfáticos mesentéricos y posteriormente a 

través del sistema circulatorio a órganos tales como el bazo y el hígado [8, 9]. 

 

Figura 1. Representación esquemática del ciclo infectivo de Salmonella. Luego de 
ser ingerida, Salmonella es capaz de sobrevivir al pH ácido del estómago alcanzando el 
intestino delgado. En el íleon distal Salmonella atraviesa la barrera intestinal 
preferentemente a través de las células M. La bacteria es transportada hacia las placas de 
Peyer subyacentes, donde se encuentra con células de sistema inmune como 
macrófagos, células B y T. Los serotipos capaces de generar infección sistémica se 
diseminan hacia los nódulos linfáticos y la sangre al interior de los macrófagos. Los 
serotipos que generan gastroenteritis generan una respuesta inmune local con fuerte 
inflamación, que culmina con la eliminación de la bacteria. Adaptado de Haraga y cols, 
2008 [9]. 

 



3 

 

La eliminación de Salmonella por parte del organismo en etapas tardías de la infección 

está relacionada a la respuesta inmune adaptativa del hospedero. En algunos casos, 

puede generarse una infección crónica en la cual el hospedero se convierte en un 

portador asintomático de la bacteria, la cual persiste en la vesícula biliar y puede ser 

eliminada a través de las heces durante un largo período de tiempo [8].  

Durante el proceso de infección y diseminación en el hospedero la expresión de factores 

de virulencia codificados en material genético transferido horizontalmente es fundamental. 

Dentro de los elementos genéticos transferidos horizontalmente en Salmonella destacan 

los plasmidios de virulencia y las islas de patogenicidad. Los plasmidios de virulencia se 

encuentran sólo en algunos de los serovares de la subespecie enterica, son variados en 

tamaño y poseen una región llamada spv (Salmonella plasmid virulence), la cual es un 

importante factor de virulencia [10]. Por otra parte, las islas de patogenicidad de 

Salmonella (“SPI” por sus siglas en inglés) corresponden a islas genómicas contenidas en 

el cromosoma. Éstas pueden estar presentes en todos los serovares de S. enterica y 

S. bongori, como en el caso de SPI-1 [2], o estar presente solamente en algunos 

serovares, como en el caso de SPI-6 y SPI-19 [11]. 

Islas de patogenicidad de Salmonella y sistemas de secreción de proteínas. 

Las islas de patogenicidad se caracterizan por poseer genes que contribuyen a la 

patogenicidad de la bacteria, estar asociados a elementos móviles como transposasas y 

profagos, tener una composición de bases distintas al resto del genoma (expresado en el 

porcentaje de guanina y citosina) y estar asociados frecuentemente a genes que codifican 

tRNAs [1]. 

Dentro de las islas de patogenicidad de Salmonella, las más estudiadas corresponden a 

SPI-1 y SPI-2. Cada una codifica un Sistema de Secreción de Tipo III (T3SS) que secreta 

proteínas efectoras directamente al citoplasma de las células del hospedero, lo cual 

permite a la bacteria manipular el curso de la infección. Ambos sistemas son esenciales 

para la virulencia de la bacteria y actúan en distintas etapas del proceso de infección [2]. 

El T3SS codificado en SPI-1 media la invasión de células no fagocíticas por un 

mecanismo de fagocitosis de tipo “trigger” [12]. Esto se logra mediante la inyección de 

efectores que modifican el citoesqueleto de la célula blanco y culminan con la 

internalización de la bacteria [13]. Por otro lado, el T3SS codificado en SPI-2 es necesario 
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para la supervivencia de la bacteria al interior de las células eucarióticas, desviando el 

tráfico endosomal y permitiendo a la bacteria sobrevivir en una vacuola especializada. El 

T3SS codificado en SPI-2 es necesario para el desarrollo de la infección sistémica, ya que 

permite a la bacteria sobrevivir al interior de macrófagos [9]. Se pueden encontrar otros 

sistemas de secreción codificados en las islas SPI-3, SPI-4, SPI-6 y SPI-19 [1, 11].  

Los sistemas de secreción de proteínas son parte fundamental de las estructuras 

utilizadas por bacterias Gram negativo en su interacción con el hospedero y el ambiente. 

Hasta el momento se han descrito 6 sistemas de secreción presentes en bacterias Gram 

negativo (numerados de I a VI, Figura 2) [14]. 

 

Figura 2. Representación esquemática de los seis sistemas de secreción presentes 
en bacterias Gram negativo. ME: membrana externa; MI: membrana interna; MH: 
membrana del hospedero. Adaptado de Tseng y cols, 2009 [15]. 

 

Los sistemas II y V secretan proteínas que contienen señales en su extremo N-terminal. 

Las proteínas secretadas por estos sistemas provienen de las vías de translocación Sec y 

Tat, las cuales reconocen dichas señales y translocan las proteínas hasta el periplasma. 

Posteriormente, estas proteínas son secretadas desde el periplasma por los sistemas II y 

V. El sistema tipo I está constituido por tres componentes básicos. El principal es un 

transportador del tipo ABC al cual se asocian las proteínas OMF (Outer Membrane 

Factor), las cuales actúan como un canal a través de la membrana externa, y las 

proteínas MFP (Membrane Fusion Proteins), que conectan al transportador ABC con las 

proteínas OMF. El sistema tipo III denominado “inyectisoma” tiene un origen evolutivo 

común con el flagelo. El inyectisoma esta compuesto por una serie de anillos que 

atraviesan la membrana interna y externa de la bacteria, conectados a una aguja hueca, 
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un filamento o un pili, dependiendo de la especie [15]. El sistema tipo IV (T4SS) tiene la 

peculiaridad de que, además de translocar proteínas, es capaz de transportar ácidos 

nucleicos, generalmente mediante un mecanismo dependiente de contacto. Este sistema 

tiene 10 componentes fundamentales, los cuales se asocian para formar un canal que 

atraviesa ambas membranas y termina en un filamento superficial que se cree es el que 

establece contacto con la célula blanco. Luego de este contacto inicial, se propone que el 

canal se extiende para facilitar la translocación de los sustratos [16]. 

El Sistema de Secreción Tipo VI (T6SS) corresponde a una maquinaria macromolecular 

que actuaría como la cola contráctil de un fago a través de la cual se secretarían distintos 

efectores. Este sistema posee 13 componentes conservados, los cuales corresponden a 

los bloques fundamentales necesarios para ensamblar un T6SS funcional [17]. La 

búsqueda de T6SS mediante herramientas bioinformáticas ha llevado a su identificación 

en más de un cuarto de los genomas bacterianos conocidos [17] y, si bien se ha asociado 

a mecanismos de patogenicidad, también se encuentra en bacterias no patógenas, lo que 

sugiere funciones más amplias como la interacción con otros organismos (eucariontes o 

procariontes) presentes en el medio ambiente [18]. 

Entre los principales componentes de la maquinaria del T6SS se encuentran los 

productos de los genes hcp, vgrG y clpV. La proteína Hcp es uno de los componentes 

secretados por el sistema y tiene la capacidad de formar anillos hexaméricos en forma de 

barril beta, lo cual se ha determinado mediante cristalografía de rayos X [19]. También se 

ha observado por microscopía electrónica la formación de los anillos y túbulos en solución 

[20]. Esta evidencia, sumado a la similitud estructural de la proteína Hcp con la proteína 

gpV de la cola del fago λ [21], sugiere que Hcp es capaz de formar estructuras tubulares 

in vivo que generarían un canal a través del cual pueden pasar las moléculas efectoras. 

La proteína VgrG tiene similitud con las proteínas gp27 y gp5, las cuales forman la punta 

de la cola del fago T4. Estas proteínas se encuentran fusionadas en la proteína VgrG [22], 

lo que sugiere que ésta actúa como la punta de una aguja que permite la penetración de 

membranas biológicas. Existe un subgrupo de estas proteínas que tienen un dominio 

adicional en el extremo C-terminal. Estos dominios están asociados a una gran cantidad 

de funciones biológicas, como el entrecruzamiento de actina, la ADP-ribosilación de 

proteínas o la unión a manosa, entre otras [22, 23]. Estas proteínas con un dominio 

C-terminal adicional se han llamado “VgrG evolucionadas” y se cree que este dominio 
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adicional les permitiría actuar directamente como efectores. Esto ha sido comprobado en 

el caso de VgrG1 y su dominio entrecruzador de actina presente en Vibrio cholerae [22]. 

Por otra parte, la proteína ClpV es un componente esencial del T6SS que pertenece a la 

familia de ATPasas AAA+ (ATPases Associated with diverse cellular Activities) [24]. Estas 

proteínas forman estructuras hexaméricas con forma de anillo y remodelan o translocan 

substratos convirtiendo la energía química del ATP en energía mecánica [25]. ClpV es 

capaz de remodelar los complejos formados por las proteínas VipA y VipB (los cuales 

también son componentes esenciales del T6SS). Por su parte, la estructura de VipA/B es 

similar a la vaina contráctil de la cola del fago T4, por lo cual es probable que la secreción 

este mediada por un proceso similar a la contracción de la cola del fago T4 [20]. 

Recientemente se ha demostrado la formación de una estructura similar a una cola 

contráctil en el T6SS de V. cholerae y se determinó que ClpV es indispensable para 

reciclar este complejo molecular posteriormente a la contracción de esta estructura [26]. 

Existen otros componentes conservados en este sistema los cuales también se 

encuentran presentes en los T4SS, estos son DotU (TssL) e IcmF (TssM), los cuales 

forman un complejo en la membrana interna de la bacteria. La función ATPasa de IcmF es 

necesaria para el reclutamiento de Hcp al complejo IcmF-DotU y permite la translocación 

de Hcp [27]. 

Esta información ha llevado a la formulación de un modelo de funcionamiento de los T6SS 

homólogo al utilizado por los fagos para la penetración de membranas biológicas (Figura 

3). 
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Figura 3. Modelo del T6SS y su similitud al bacteriófago T4. a) Representación del 
bacteriófago T4 y b) su mecanismo para inyectar DNA en la bacteria blanco por medio de 
la contracción de la cola; y modelo del T6SS en su estado c) inactivo y d) activo. Las 
proteínas homólogas entre ambos se encuentran coloreadas iguales. Adaptado de 
Silverman y cols, 2012 [28]. 

 

Sistemas de Secreción Tipo VI en Salmonella. 

La primera descripción de un T6SS en S. enterica corresponde a la caracterización de la 

isla SCI (Salmonella centisome 7 island), posteriormente renombrada SPI-6, la cual se 

encuentra en el genoma de S. Typhimurium inserta en el gen del tRNA-aspV [29]. SPI-6 

es una isla de patogenicidad de ~47 kb que contiene 37 ORFs entre los que se encuentra 

el operón fimbrial saf. Muchas de las proteínas codificadas en esta isla corresponden a 

proteínas periplásmicas, de membrana interna y externa, lo que sugirió la presencia de un 

sistema de secreción codificado dentro de esta isla [29, 30]. Posteriormente, se determinó 

que SPI-6 corresponde a un “cluster” IAHP (IcmF-associated homologous proteins) [31]. 

Por último, con el descubrimiento de los T6SS y su asociación a los “clusters” IAHP se 

dedujo que SPI-6 codifica un T6SS [32]. 

Un análisis bioinformático realizado en nuestro laboratorio, utilizando las secuencias 

completas de los genomas de 24 serovares de Salmonella enterica, encontró T6SS en 20 

de ellos. Se encontraron 4 T6SS distintos: el previamente descrito en SPI-6 y 3 nuevos, 

los que se localizan en las islas genómicas SPI-19, SPI-20 y SPI-21. La presencia de 



8 

 

estas islas en Salmonella dista de ser homogénea; 16 de los serovares contienen a SPI-6 

y 5 contienen SPI-19, todos pertenecientes a la subespecie enterica (I). A su vez SPI-20 y 

SPI-21 están restringidas a la subespecie arizonae (IIIa). Algunos serovares contienen 

dos T6SS en sus genomas. Éstos son: Weltevreden, Dublin (SPI-6 y SPI-19) y Arizona 

62:z4,z23:- (SPI-20 y SPI-21). Por otra parte, algunos serovares no codifican ningún 

T6SS. Estos son: Paratyphi B, Virchow, Javiana (subespecie enterica) y 61:1,v:1,5,(7) 

(subespecie diarizonae) [11]. Por otra parte S. bongori posee un T6SS codificado en 

SPI-22 [33]. 

El análisis filogenético de las islas utilizando las secuencias aminoacídicas concatenadas 

de VipA y VipB (los componentes más conservados dentro de los T6SS), permitió 

clasificar los T6SS codificados en Salmonella dentro de los cuatro grupos filogenéticos 

descritos anteriormente por Bingle y cols. [34]. El T6SS de SPI-6 se asocia al grupo A, el 

de SPI-19 al grupo D, los de SPI-20 y SPI-21 se asocian al grupo C y el de SPI-22 al 

grupo B [11, 33]. Esto sugiere distintos orígenes evolutivos e independientes para los 

T6SS en el género Salmonella. 

La participación del T6SS codificado en SPI-6 en la patogenicidad de Salmonella no está 

claramente definida debido a antecedentes contradictorios en la literatura. Se ha 

reportado que deleciones de la isla completa disminuyen la capacidad de invasión de 

células epiteliales [29]. Sin embargo, debido a que estas mutantes carecen también de los 

genes correspondientes al operón fimbrial saf, no es posible concluir si la eliminación del 

sistema de secreción es efectivamente responsable de este efecto. Por otro lado, se 

observó que una mutante de S. Typhimurium en el gen sciS, que codifica para un 

homólogo del componente IcmF, era hipervirulenta en un modelo murino de infección [35]. 

Sin embargo, se ha reportado que mutantes de S. Typhimurium en STM0272 (homólogo 

de clpV) tienen una replicación atenuada dentro del macrófago, al igual que mutantes en 

STM0291 (elemento rhs, de recombination hot spot) [36]. Finalmente, un trabajo reciente 

[37], así como resultados no publicados de nuestro laboratorio, indican que mutantes en 

genes del T6SS de S. Typhimurium son atenuadas en ratón.  

Con respecto a SPI-19, estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado que el 

T6SS codificado en SPI-19 de S. Gallinarum favorece la colonización de aves [38] y la 

supervivencia en el interior de macrófagos en cultivo [39] 
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A partir de estos antecedentes se puede inferir que los T6SS codificados en las islas 

SPI-6 de S. Typhimurium y SPI-19 de S. Gallinarum contribuyen a la patogenicidad en sus 

respectivos hospederos. Ambas islas de patogenicidad son necesarias para la 

colonización de órganos internos y la infección sistémica. 

En esta Tesis nos hemos centrado en investigar la participación de los T6SS en la 

capacidad de S. Dublin de invadir y sobrevivir al interior de macrófagos in vitro. Como se 

mencionó, este serovar contiene en su genoma dos T6SS: uno codificado en la isla SPI-6 

y otro en la isla SPI-19. Esto lo convierte en modelo para estudiar la contribución relativa 

de estos sistemas a la patogenicidad de la bacteria. Más aún, debido a que ambos T6SS 

son filogenéticamente distintos, su estudio puede dar luces acerca de si ellos son 

redundantes o no en su función. 
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HIPÓTESIS 

Los Sistemas de Secreción Tipo VI codificados en las islas genómicas SPI-6 y SPI-19 de 

Salmonella enterica serovar Dublin se expresan al interior de macrófagos murinos y 

contribuyen a la capacidad de invadir y proliferar en su interior. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar si los Sistemas de Secreción Tipo VI codificados en SPI-6 y SPI-19 de 

Salmonella enterica serovar Dublin se expresan al interior de macrófagos y determinar si 

contribuyen a la invasión y supervivencia de la bacteria al interior de estas células. 

 

OBJETIVO ESPECÍFICOS 

1- Determinar la expresión al interior de macrófagos de la proteína VgrG, componente del 

Sistema de Secreción Tipo VI, codificados en las islas SPI-6 y SPI-19 de S. Dublin. 

2- Determinar la funcionalidad de cada uno de los Sistemas de Secreción Tipo VI de 

S. Dublin mediante un ensayo de secreción citoplasmática de VgrG. 

3-Evaluar la participación de los Sistemas de Secreción Tipo VI codificados en las islas 

SPI-6 y SPI-19 de S. Dublin en la invasión y supervivencia dentro de macrófagos. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1. Reactivos 

 

De Becton Dickinson Labware (Franklin Lakes, NJ, EEUU) se obtuvo: placas desechables 

de 96 pocillos para cultivo celular. 

De Biotium Inc. (Hayward, CA, EEUU) se obtuvo: GelRed. 

De Difco Laboratories (Detroit, MI, EEUU) se obtuvo: triptona, extracto de levadura y 

Bacto-Agar. 

De Gibco BRL (Grand Island, NY, EEUU) se obtuvo: dodecilsulfato de sodio (SDS), 

Tris-HCl, acrilamida, bisacrilamida, bromuro de etidio y agarosa. 

De Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, EEUU) se obtuvo: oligonucleótidos 

partidores. 

De Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, EEUU) se obtuvo: Azúl de Tripán. 

De Kapa Biosystems (Boston, MA, EEUU) se obtuvo: DNA polimerasa KAPA HiFi. 

De Merck Química Chilena Soc. Ltda. se obtuvo: cloruro de sodio, glicerol, ácido 

clorhídrico, formaldehído, acetato de sodio y etanol absoluto. 

De New England Biolabs (Ipswich, MA, EEUU) se obtuvo: DNA ligasa T4. 

De Nunc International (Rochester, NY, EEUU) se obtuvo: placas desechables de 6 y 48 

pocillos para cultivo celular. 

De Oxoid Limited (Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) se obtuvo: sistema de generación 

de anaerobiosis Anaerogen. 

De Omega Bio-Tek se obtuvo: kit de extracción plasmidial E.Z.N.A. Plasmid Miniprep. 

De Pierce Biotechnology (Rockford, IL, EEUU) se obtuvo: sustrato quimioluminiscente 

SuperSignal West-Pico y película fotográfica CL-XPosure. 
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De Promega (Madison, WI, EEUU) se obtuvo: Go-Taq DNA polimerasa, dNTPs y kit de 

purificación de productos de PCR Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System. 

De Rockland Immunochemicals (Gilbertsville, PA, EEUU) se obtuvo: anticuerpo 

secundario anti-IgG de ratón conjugado a peroxidasa. 

De Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EEUU) se obtuvo: kanamicina, ampicilina, 

cloranfenicol, L-arabinosa, β-mercaptoetanol, azul de bromofenol, xileno-cianol, persulfato 

de amonio (APS), N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED), tricina y ácido 

etilendiamino-tetraacético (EDTA). 

De Thermo Scientific HyClone (Waltham, MA, EEUU) se obtuvo: Dulbecco's Modified 

Eagle Medium (DMEM, High glucose), suero fetal bovino (SFB) y PBS 10x.  

De Thermo Scientific (ex Fermentas) (Waltham, MA, EEUU) se obtuvo: enzimas de 

restricción XhoI y NdeI. 

De Vector Laboratories (Burlingame, CA, EEUU) se obtuvo: medio de montaje Vectashield 

con DAPI. 

 

2.2 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se encuentran señaladas en la Tabla 1. 

Las bacterias se crecieron en rutinariamente en medio Luria-Bertani (LB; 10 g/L triptona, 

5 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCl) a 37°C con agitación. El medio LB se suplementó 

con ampicilina (Amp; 100 µg/mL), cloranfenicol (Cam; 20 µg/mL), kanamicina (Kan; 

50 µg/mL) o trimetoprim (Tm; 100 µg/mL), según correspondiese. El Agar Luria se obtuvo 

mediante la adición de 15 g/L de agar al medio LB. 

Para los ensayos de invasión y supervivencia, las cepas se crecieron en medio LB a 37°C 

con agitación toda la noche y posteriormente se inocularon 200 µL de este cultivo en 5 mL 

de medio LB fresco el cual se dejo en condiciones de anaerobiosis a 37°C durante 3 h.  
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Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en la presente Tesis. 

Cepa Característica Fuente o 
referencia 

S. Dublin CT_02021853 Cepa silvestre, secuenciada Stock de 
laboratorio 

S. Dublin ssaG-gfptd CT_02021853 con la fusión traduccional 
de ssaG-gfpmut3 FRT 

Stock de 
laboratorio 

S. Dublin SPI-6 
vgrG-gfptd 

CT_02021853 con la fusión traduccional 
de vgrGSPI-6-gfpmut3 FRT 

Este trabajo 

S. Dublin SPI-6 
vgrG-gfpts 

CT_02021853 con la fusión transcripcional 
de vgrGSPI-6::gfpmut3 FRT 

Este trabajo 

S. Dublin SPI-19 
vgrG-gfptd 

CT_02021853 con la fusión traduccional 
de vgrGSPI-19-gfpmut3 FRT 

Stock de 
laboratorio 

S. Dublin SPI-19 
vgrG-gfpts 

CT_02021853 con la fusión transcripcional 
de vgrGSPI-19::gfpmut3 FRT 

Stock de 
laboratorio 

S. Dublin pFT CT_02021853 /pFlagTEM, CmR Este trabajo 

S. Dublin pSipAFT CT_02021853 /pSipAFT, CmR 
Este trabajo 

S. Dublin pVgrGFTSPI-6 CT_02021853 /pVgrGFTSPI-6, CmR Este trabajo 

S. Dublin pVgrGFTSPI-19 CT_02021853 /pVgrGFTSPI-19, CmR Este trabajo 

S. Dublin ΔclpVSPI-6 
pVgrGFTSPI-6 

CT_02021853 ΔclpVSPI-6::FRT / 
pVgrGFTSPI-6, CmR 

Este trabajo 

S. Dublin ΔclpVSPI-6 CT_02021853 ΔclpVSPI-6::FRT Stock de 
laboratorio 

S. Dublin ΔclpVSPI-19 CT_02021853 ΔclpVSPI-19::FRT  Este trabajo 

S. Dublin ΔclpVSPI-6 
ΔclpVSPI-19 

CT_02021853 ΔclpVSPI-::FRT 
ΔclpVSPI-19::aph 

Este trabajo 

S. Dublin ΔSPI-6 CT_02021853 ΔSPI-6::FRT Stock de 
laboratorio 

S. Dublin ΔSPI-19 CT_02021853 ΔSPI-19::FRT Stock de 
laboratorio 

S. Dublin ΔSPI-6 
ΔSPI-19 

CT_02021853 ΔSPI-6::cat ΔSPI-19::FRT Stock de 
laboratorio 

Escherichia coli DH5α F-Φ80lacZΔM15Δ(lacZYA-argF)U169 
deoR recA1 endA1 hsdR17(rk

-, mk
+) phoA 

supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ- 

Stock de 
laboratorio 

E. coli DH5α / 
pVgrGFTSPI-6 

DH5α / pVgrGFTSPI-6, CmR Este trabajo 

 

2.3 Plasmidios 

Los plasmidios utilizados en esta Tesis se describen en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Plasmidios utilizados en la presente Tesis. 

Plasmidio Características Fuente o referencia 

pKD46  bla PBAD bet exo pSC101 oriTs, AmpR [40] 

pVgrGFTSPI-6 cat Ptrc vgrGSPI-6-3xFlag-TEM-1, CmR Este trabajo 

pVgrGFTSPI-19 cat Ptrc vgrGSPI-19-3xFlag-TEM-1, CmR Stock de laboratorio 

pSipAFT cat Ptrc 3xFlag-sipA-β-lactamasa TEM-1, CmR [41] 

pLZ01 bla FRT aph FRT oriR6K, AmpR, KanR Stock de laboratorio 

pmCherry Posee el fluoróforo mCherry bajo expresión 
constitutiva, AmpR 

Stock de laboratorio 

pFlagTEM cat Ptrc 3xFlag TEM-1, CmR [41] 

pCP20 bla cat cI857 IPR flp pSC101 oriTS, CamR, 
AmpR 

[42] 

pCLF4 bla FRT aph FRT oriR6K, AmpR, KanR Stock de laboratorio 

 

2.4 Partidores 

Los partidores utilizados para las distintas amplificaciones mediante PCR se muestran en 

la Tabla 3. 

Tabla 3. Partidores utilizados en la presente Tesis. 

Nombre Secuencia 

vgrG_14028rv CGGTATGGTCGATCCATGAGAACTCCAGGTTTAAT
TCAGACGTGTAGGCTGGAGCTGCTT 

VgrG-GFP_bptd F TAACCGCCGATGATATTGCCCCCCTTCCCACCTCT
GAGATGAGTAAAGGAGAAGAACTTT 

VgrG-GFP_bpts F TTAATCCGGTATTAAAGGAGTCACTACCATGAGTTT
TGTATAAGGAGGCTGTCATGAGTAAAGGAGAAGAA
CTTTTC 

VgrG-FoK1R_bpts GTTCATTGCCCTCCAGGATA 

P1inv GAAGCAGCTCCAGCCTACAC 

NdeI_Vgrg_SPI6_Dub_Tm14_Fwd GGAATTCCATATGAGTTTTGTATCCACAAA 

XhoI_Vgrg_SPI6_Dub_rev CCGCTCGAGCTCAGAGGTGGGAAGGGG 

Flagtem_MCS_out5 TGTTGCCCGTCTCACTGGTG 

Flagtem_MCS_out3 CCACTCGTGCACCCAACTGA 

VgrG_SPI6_Out5_check TACCAGCGATGTCATGCAAC 

SG1034_(H1+P1) ATGATCCAGATTGACTTAGCCACCCTGGTAAAACG
GCTTGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 

SG1034_(H2+P2) TCATAGAACGGCTTCGTCCTCTGCTTCCGCTACGG
GCTGACATATGAATATCCTCCTTAG 

SG1034_Out5 TCCTTACCTGGCAAGCAGCC 

K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT 
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2.5 Generación de mutantes en genes de los Sistemas de Secreción Tipo VI 

codificados en las islas de patogenicidad SPI-6 y SPI-19 

2.5.1 Obtención de los productos de PCR 

Los partidores para las reacciones de PCR presentaban 40 nt de homología con los 

extremos de la secuencia a eliminar y 20 nt de homología al extremo 5’ o 3’ de un 

cassette de resistencia a Kan flanqueado por sitios FRT (Flp recombinase target 

sequence) presente en el plasmidio pCLF4 (GenBank ID: EU629214). Las amplificaciones 

por PCR se realizaron utilizando pCLF4 como templado, según el siguiente protocolo: 

Mezcla de reacción y Protocolo de amplificación 

Concentración inicial µL Concentración final    

Agua 64  95°C 5 min  

Amortiguador Go-Taq 5x 20  1x 95°C 30 s 

35 ciclos MgCl2 (25 mM)  7,5 1,875 mM 55°C 30 s 

Partidor 1 (10 µM)  2 0,2 µM 72°C 2,5 min 

Partidor 2 (10 µM)  2 0,2 µM 72°C 10 min  

dNTPs (10 mM)  2 200 µM 20°C ∞  

DNA plasmidial  2     
Go-Taq DNA polimerasa  0,5     

Volumen final 100,0     
 

2.5.2 Mutagénesis 

La cepa mutante en el gen clpV (SeD_A1221) codificado en SPI-19 se construyó 

mediante la técnica de reemplazo alélico “Red Swap” descrita por Datsenko y Wanner 

[40]. Primero, se transformó la cepa S. Dublin CT_02021853 con el plasmidio 

termosensible pKD46, el cual permite la expresión del sistema de recombinación Red del 

fago lambda en presencia de L-arabinosa. La cepa transformada se creció hasta una 

OD600 de 0,5 en medio LB con Amp a 30°C, se agregó L-arabinosa a una concentración 

final de 10 mM y se incubó durante 2 h. Luego, las bacterias se hicieron 

electrocompetentes mediante lavados secuenciales en agua destilada estéril y se 
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transformaron por electroporación con un producto de PCR amplificado a partir de pCLF4 

usando los partidores SG1034_(H1+P1) y SG1034_(H2+P2) (Tabla 3). Posteriormente, 

las bacterias se recuperaron en medio LB a 37°C durante 1 h para luego ser sembradas 

en agar LB suplementado con Kan. La generación de la cepa doble mutante de clpV 

codificado en SPI-6 y SPI-19 se realizó mediante la transducción generalizada de la 

mutación ΔclpVSPI-19 sobre la mutante de clpVSPI-6 (Tabla 1). 

 

2.5.3 Comprobación de la mutagénesis 

El reemplazo alélico se confirmó mediante PCR, a partir de una suspensión bacteriana de 

una colonia resistente en 80 µL de H2O, utilizando un partidor interno al cassette de 

resistencia y uno externo al sitio mutagenizado (Tabla 3, partidores K1 y SG_1034_Out5, 

respectivamente) según el siguiente protocolo: 

Mezcla de reacción y Protocolo de amplificación 

Concentración inicial µL Concentración final    

Agua 9,4  95°C 5 min  

Amortiguador Go-Taq 5x 4 1x 95°C 30 s 

35 
ciclos 

MgCl2 (25 mM) 1,2 1,875 mM 55°C 30 s 

Partidor 1 (10 µM) 0,4 0,2 µM 72°C 1 min por 
cada 1000 pb 

Partidor 2 (10 µM) 0,4 0,2 µM 72°C 10 min  

dNTPs (10 mM) 0,4 200 µM 20°C ∞  

Suspensión bacteriana 4     
Go-Taq DNA polimerasa 0,2     

Volumen final 20,0     
 

2.5.4 Electroforesis en geles de agarosa 

Los productos de amplificación se resolvieron en geles de agarosa 1% o 1,5% en tampón 

TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8,0, EDTA 1 mM). Las muestras de DNA a analizar se 

mezclaron con el volumen adecuado de tampón Blue II 10X (glicerol 20% (v/v), azul de 

bromofenol 0,25% (p/v), xilencianol 0,25% (p/v), EDTA 0,1 M) antes de ser cargadas en el 

gel. La electroforesis se realizó a 100 V constantes durante 50 min y luego el gel se tiñó 
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por 5 min en una solución de bromuro de etidio (5 µg/mL) o de Gel Red (3X). Las bandas 

de DNA se visualizaron y se fotografiaron sobre un transiluminador UV. 

 

2.5.5 Generación de lisados del fago P22 y transducción generalizada 

Una vez confirmada la mutación del gen de interés por la inserción del cassette de 

resistencia, cada mutación fue transferida a la cepa silvestre mediante transducción 

generalizada. Para esto, se obtuvieron lisados del fago P22 mezclando 200 µL de un 

cultivo en fase estacionaria de la mutante con 1 mL de P22 broth (100 mL medio LB, 2 mL 

medio E 50x, 1 mL Glucosa 20% y 0,1 mL lisado de fago P22 HT int). Se dejó creciendo 

durante 8 a 16 h con agitación a 37°C y posteriormente se lisaron las bacterias utilizando 

cloroformo. Se centrifugó el lisado a 13.000 RCF para separar los restos celulares, se 

recuperó el sobrenadante y se guardó a 4°C. 

Para las transducciones, una alícuota de 200 µL de un cultivo en estado estacionario de la 

cepa silvestre de S. Dublin CT_02021853 se mezcló con 5 µL de lisado obtenido a partir 

de la cepa dadora correspondiente y se dejó incubando a temperatura ambiente durante 

15 min para permitir la adsorción del fago. Posteriormente, se incubó durante 1 h a 37°C y 

luego se sembraron las bacterias en placas de agar LB suplementadas con Kan. Las 

transductantes se limpiaron de partículas de fago mediante crecimiento en placas EBU 

[43]. 

 

2.5.6 Eliminación del cassette de resistencia a antibiótico 

Una vez transferida la mutación a un fondo genético limpio, el gen de resistencia a Kan se 

eliminó transformando cada mutante con el plasmidio pCP20, el cual codifica la 

recombinasa FLP. Las transformantes se sembraron en placas de agar LB suplementadas 

con Amp e incubadas a 30°C. Posteriormente, colonias individuales se repicaron a 42°C 

en agar LB, agar LB suplementado con Amp y agar LB suplementado con Kan. Se 

seleccionaron las colonias que sólo crecieron en agar LB. 
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2.6 Construcciones de fusiones VgrG-GFP 

2.6.1 Obtención de los productos de PCR 

Se utilizó como templado el plasmidio pLZ01, el cual posee el reportero gfp seguido del 

gen cat que confiere resistencia a cloranfenicol flanqueado por sitios FRT. Para las 

fusiones transcripcionales, el partidor “forward” posee 40 nt que aparean con el extremo 5’ 

del gen, un codón de término para el gen, un sitio de unión al ribosoma y 20-22 nt que 

aparean con el reportero gfp codificado en el plasmidio pLZ01 (Tabla 3, partidor 

VgrG-GFP_bpts F). En el caso de las fusiones traduccionales, el partidor “forward” posee 

40 nt que aparean con el extremo 3’ del gen y no contiene el sitio de unión al ribosoma de 

tal forma que se elimina el codón de término para el gen (Tabla 3, partidor 

VgrG-GFP_bptd F) y el gen reportero queda en el mismo marco de lectura. El partidor 

“reverse” posee 21 nt que aparean con el plasmidio pLZ01 y 40 nt que aparean con el 

extremo 3’ del gen (Tabla 3, partidor vgrG_14028rv). La integración del amplicón resulta 

en la inserción del gen reportero y la resistencia a antibiótico río abajo del gen a estudiar. 

Para la reacción de PCR se utilizó el siguiente protocolo: 

Mezcla de reacción y Protocolo de amplificación 

Concentración inicial µL Concentración final    

Agua 68  95°C 5 min  

Amortiguador Fi 5x 20 1x 95°C 30 s 

35 
ciclos 

Partidor “forward” (10 µM)  3 0,3 µM 55°C 30 s 

Partidor “reverse” (10 µM)  3 0,3 µM 72°C 1 min por cada 
1000 pb 

dNTPs (10 mM)  3 300 µM 72°C 5 min  

DNA plasmidial  1  20°C ∞  

DNA polimerasa KAPA HiFi  2     

Volumen final 100     
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2.6.2 Mutagénesis 

Las fusiones transcripcionales (ts) y traduccionales (td) entre la proteína fluorescente 

verde (GFP) y el marco de lectura del componente VgrG se construyeron mediante una 

modificación del método de “Red Swap” descrito anteriormente (Sección 2.5.2). Al igual 

que en la técnica de remplazo alélico, las bacterias se transformaron con el plasmidio 

pKD46. Luego, se incubaron en presencia de L-arabinosa y se transformaron con los 

productos de PCR generados. 

 

2.6.3 Comprobación de la mutagénesis 

El reemplazo alélico se confirmó mediante PCR utilizando un partidor interno al amplicón 

insertado y uno externo al sitio mutagenizado (Tabla 3, partidores P1inv y 

VgrG-FoK1R_bpts, respectivamente) según el protocolo descrito anteriormente (Sección 

2.5.3). Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 

de la manera descrita anteriormente (Sección 2.5.4). Las mutantes poseedoras de la 

fusiones se nombraron de la siguiente manera: SD vgrG-gfptd o SD vgrG-gfpts para las 

fusiones traduccionales y transcripcionales, respectivamente y anteponiendo el nombre de 

la isla en la cual se insertó el reportero (SPI-6 o SPI-19).  

 

2.7 Generación del vector pVgrGFT para ensayos de translocación 

2.7.1 Clonamiento del marco de lectura de vgrG en el vector pFlagTEM 

Se amplificó a partir del genoma de S. Dublin CT_02021853 el marco de lectura de vgrG 

utilizando partidores que agregan sitios de corte para las enzimas de restricción NdeI y 

XhoI en el extremo 3’ y 5’ respectivamente (Tabla 3, partidores 

NdeI_Vgrg_SPI6_Dub_Tm14_Fwd y XhoI_Vgrg_SPI6_Dub_rev), utilizando el protocolo 

descrito anteriormente (Sección 2.6.1). Posteriormente, tanto el producto de PCR como el 

plasmidio pFlagTEM (GenBank ID: EU440730) se incubaron durante toda la noche con 

las enzimas XhoI y NdeI (2,1 µL XhoI, 1,05 µL NdeI, 25 µL DNA y 4,1 µL tampón 0 10X). 

Luego de la digestión, se ligaron ambos productos (11 µL de producto de PCR digerido, 6 
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µL de plasmidio digerido, 2 µL de tampón T4 10x y 1 µL de T4 DNA ligasa) incubando 

toda la noche a 4°C. El producto de esta ligación se transformó en la cepa Escherichia coli 

DH5α. Se seleccionaron colonias resistentes a Cam y se confirmó la presencia de la 

fusión en el plasmidio mediante PCR (Tabla 3, partidores Flagtem_MCS_out3, 

VgrG_SPI6_Out5_check y Flagtem_MCS_out5) utilizando el protocolo descrito 

anteriormente (Sección 2.5.3). Posteriormente, se realizó un análisis mediante Western 

blot para evaluar la producción de la proteína de fusión VgrG-Flag-TEM. 

 

2.7.2 Preparación de muestras de proteínas 

Las cepas bacterianas (Tabla 1, cepas S. Dublin CT_02021853, S. Dublin pFT y S. Dublin 

pVgrGFTSPI-6) se cultivaron a 37°C con agitación durante toda la noche en 5 mL de LB 

suplementado con glucosa al 1%. En el caso de las cepas con plasmidio, el medio se 

suplementó con Cam. Estos cultivos se utilizaron para inocular LB fresco suplementado 

con glucosa 1% en los casos correspondientes (inoculado a una razón de 1:1.000) y se 

incubó a 37°C con agitación. En el caso de las cepas con plasmidio el medio se 

suplementó con Cam. Cuando las bacterias alcanzaron una OD600 ≈ 0,6 se agregó IPTG a 

las cepas correspondientes a una concentración final de 0,5 mM y se continuó la 

incubación durante 2 h. Posteriormente, se sedimentaron las bacterias mediante 

centrifugación y se eliminó el sobrenadante de cultivo. Se procedió a lavar 2 veces con 

NaCl 0,85% y se pesó el sedimento bacteriano obtenido. Se resuspendieron las bacterias 

en NaCL 0,85% dejando la suspensión a una concentración de 0,1 gramos de peso 

húmedo por mL. Se mezcló la suspensión con tampón de Laemmli 5x a una razón 4:1 

(concentraciones finales: Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8; SDS 2%, glicerol 10%, azul de 

bromofenol 0,01%, β-mercaptoetanol 5%). Las muestras se hirvieron durante 10 min y se 

almacenaron a 4° C hasta su utilización. 

 

2.7.3 Electroforesis SDS-PAGE 

Las electroforesis en geles desnaturantes de poliacrilamida se realizaron en una cámara 

mini-Protean III (BioRad) de acuerdo a la fórmula descrita abajo. Primero, se cargó la 

mezcla del gel resolutivo y se cubrió con 200 µL de isopropanol. Una vez polimerizada la 
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acrilamida, se retiró el isopropanol y se cargó la mezcla del gel concentrador. Se utilizó 

tampón de corrida Tris-glicina para proteínas (glicina 1,44%, Tris 0,3%, SDS 0,1%) y se 

cargaron 5 µL de las muestras de proteínas preparadas como se describió anteriormente. 

La electroforesis se realizó a un voltaje constante de 100 V hasta que el frente de corrida, 

señalado por la migración del azul de bromofenol, llegara al final del gel resolutivo. 

Geles de Poliacrilamida 

 Gel resolutivo 10% Gel Concentrador 4% 

H2O 1900 μL 680 μL 

Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 SDS 0,4%  1350 μL - 

Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 SDS 0,4% - 270 μL 

Acrilamida/Bisacrilamida (30:0,8) 
30% 

1700 μL 430 μL 

TEMED 2 μL 2 μL 

PSA 10% 50 μL 20 μL 

 

2.7.4 Transferencia a membranas de PVDF y bloqueo 

Se realizó la transferencia de proteínas desde un gel SDS-PAGE a una membrana de 

PVDF en una cámara Mini Trans-Blot de BioRad. La membrana de PVDF se activó 

previamente en metanol por 15 s. La transferencia se realizó con tampón de transferencia 

(glicina 1,44%, Tris 0,3%, SDS 0,01% y metanol 20%) por 65 min a 230 mA. Luego de la 

transferencia, la membrana se bloqueó con 50 mL de una solución de leche descremada 

5% en tampón TBS (Tris 25 mM pH 8, NaCl 125 mM) agitando suavemente por 90 min a 

temperatura ambiente. Posteriormente, se lavó la membrana 3 veces durante 15 min con 

TBS. 

 

2.7.5 Inmunodetección por quimioluminiscencia 

La membrana se incubó con el anticuerpo primario anti-FLAG M2 diluido 1:10.000 en TBS 

durante 2 h a temperatura ambiente con agitación. Se lavó la membrana con una solución 

de BSA 5% en TBS cinco veces durante 5 min. Posteriormente, la membrana se incubó 

por 2 h a temperatura ambiente con agitación con el anticuerpo secundario anti-IgG de 
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ratón conjugado a peroxidasa de rábano diluido 1:125.000 en TBS, luego de lo cual se 

procedió a lavar 3 veces durante 15 min con TBS. Para la inmunodetección se utilizó el 

sustrato quimioluminiscente SuperSignal West-Pico con exposición en película 

CL-XPosure. 

 

2.8 Ensayos de infección in vitro 

2.8.1 Condiciones de cultivo celular 

Se utilizó la línea celular RAW264.7 (ATCC TIB-71) derivada de macrófagos murinos. Las 

células se cultivaron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con alta 

concentración de glucosa (584 mg/L L-glutamina, 4.500 mg/L glucosa, 110 mg/L piruvato 

de sodio) suplementado con 8% SFB inactivado y una solución de antibiótico/antimicótico 

(10 U/mL penicilina, 10 µg/mL estreptomicina, 25 µg/mL anfotericina B) a 37°C en una 

atmósfera con 5% de CO2. 

 

2.8.2 Ensayos de internalización y supervivencia intracelular de cepas de S. Dublin 

en macrófagos murinos RAW 264.7 

El ensayo utilizado se basó en el protocolo descrito por Schwan y cols [44]. Se sembraron 

~250.000 macrófagos RAW 264.7 por pocillo en una placa de 48 pocillos, o 100.000 

macrófagos por pocillo en una placa de 96 pocillos. Luego, se incubaron durante 20 h, 

obteniendo al día siguiente un ~70% de confluencia entre las células. Previo a la 

infección, las cepas bacterianas se crecieron toda la noche a 37°C en LB estático (Tabla 

1, cepas S. Dublin CT_02021853 y las mutantes ΔclpVSPI-6, ΔclpVSPI-19, ΔclpVSPI-6 

ΔclpVSPI-19, ΔSPI-6, ΔSPI-19 y ΔSPI-6 ΔSPI-19). El día del ensayo se inocularon 200 µL 

de cada cultivo bacteriano en 5 mL de LB y se incubó durante 3 h a 37°C en anaerobiosis 

(OD600 final ≈ 0,3). Se midió la densidad óptica de las bacterias y se calculó la cantidad 

necesaria para alcanzar una multiplicidad de infección (MOI) de 50 bacterias por 

macrófago. El volumen de cultivo calculado se centrifugó, las bacterias se lavaron con 

PBS y se resuspendieron en medio DMEM suplementado con 8% SFB. Posteriormente, 

se agregó la suspensión bacteriana a los macrófagos, se centrifugaron las placas a 

250 x RCF por 10 min y se dejó proceder la infección durante 45 min a 37°C en una 
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atmósfera con 5% de CO2. Para evaluar la internalización, pasado este período se 

eliminaron las bacterias extracelulares lavando 3 veces con PBS suplementado con 

gentamicina (200 µg/mL) y se dejó incubando las células por 1 h en medio suplementado 

con gentamicina (200 µg /mL). Pasado este tiempo, se lisaron las células con desoxicolato 

de sodio 0,5%. Para evaluar la supervivencia intracelular, luego de la incubación de 1 h 

(t1) con gentamicina se lavaron las células con PBS y se dejaron incubando en medio con 

gentamicina (10 µg/mL) por 20 h (t21). A continuación, las células se lisaron como se 

indicó anteriormente. Se sembraron diluciones seriadas en PBS de todos los lisados en 

placas de agar LB para el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC). Se reservó 

un pocillo de macrófagos infectados por cepa para realizar un recuento de las células 

viables mediante exclusión de azul de Tripán y recuento en cámara de Neubauer.  

La internalización de las cepas se calculó con la siguiente ecuación:  

 

La supervivencia intracelular de las cepas se calculó con la siguiente ecuación: 

 

 

2.8.3 Análisis estadístico 

Los ensayos de internalización y supervivencia intracelular se realizaron al menos tres 

veces en triplicado por cada cepa estudiada. Los análisis estadísticos de estos ensayos 

se realizaron con el software GraphPad Prism 5.0, utilizando el test estadístico t de 

Student para comparar las diferencias entre los valores obtenidos para cada cepa 

mutante con los valores obtenidos para la cepa silvestre. 
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2.9 Ensayos de expresión y translocación del componente VgrG al interior de 

macrófagos RAW26.7 

2.9.1 Ensayo de expresión intracelular 

Previo al ensayo, las cepas a utilizar se transformaron con el plasmidio pmCherry 

(Tabla 2) de tal manera que se pueden observar las bacterias debido a la emisión de 

fluorescencia roja.  

Para los ensayos de expresión intracelular se utilizaron macrófagos RAW 264.7 crecidos 

a una confluencia de ~70% sobre cubreobjetos de 25 mm de diámetro en placas de 6 

pocillos. Se infectaron los macrófagos con las cepas con las fusiones al reportero gfp 

(Tabla 1, cepas S. Dublin ssaG-gfptd, S. Dublin SPI-6 vgrG-gfptd, S. Dublin SPI-6 

vgrG-gfpts, S. Dublin SPI-19 vgrG-gfptd y S. Dublin SPI-19 vgrG-gfpts). El ensayo se realizó 

como se describió en la Sección 2.8.2. Luego de 1 o 21 hrs post-infección, las células se 

fijaron sobre los cubreobjetos utilizando formaldehido al 4%. Se tomaron los cubreobjetos 

donde se encontraban adheridos los macrófagos y se montaron sobre un portaobjetos 

utilizando medio de montaje para microscopía con DAPI. Las muestras fijadas se 

analizaron mediante microscopía de fluorescencia utilizando un microscopio Spinning Disk 

Olimpus IX 81. Se obtuvieron imágenes de distintos campos observados utilizando una 

cámara Zeiss Axiocam MRC5 y software CellR. 

 

2.9.2 Ensayo de translocación citoplasmática 

Para determinar la secreción de VgrG al interior de macrófagos, se clonó el marco de 

lectura de vgrG de SPI-6 en el vector pFlagTEM (Sección 2.7). Esto permite generar una 

fusión traduccional de VgrG al epitope 3xFLAG, seguido del gen reportero de la 

β-lactamasa TEM-1. Mediante esta fusión podemos analizar la translocación de VgrG 

junto con el reportero TEM-1. 

En el caso de vgrG codificado en SPI-19, se utilizó un plasmidio construido con 

anterioridad en el cual se encuentra clonado el marco de lectura de vgrG codificado en 

SPI-19 de Salmonella enterica serovar Gallinarum, el cual posee un 99% de identidad de 

secuencia con su homólogo en S. Dublin. 
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Para los ensayos de translocación se utilizaron macrófagos RAW 264.7 crecidos a una 

confluencia de ~70% en placas de 48 pocillos. El ensayo se realizó como se describió en 

la sección 2.8.2. Se infectaron los macrófagos con las cepas con el plasmidio reportero 

respectivo (Tabla 1, cepas de S. Dublin pFT, pSipAFT, pVgrGFTSPI-6, pVgrGFTSPI-19 y 

ΔclpVSPI-6 pVgrGFTSPI-6) crecidas por 3 h en anaerobiosis en LB suplementado con Cam e 

IPTG (0,5 mM). Luego de 1 o 21 h post-infección, se incubaron las células con el sustrato 

fluorescente CCF2-AM durante 1,5 a 2 h. Las muestras se analizaron mediante 

microscopía de fluorescencia utilizando un microscopio Spinning Disk Olimpus IX 81. Se 

obtuvieron imágenes de distintos campos observados utilizando una cámara Zeiss 

Axiocam MRC5 y software CellR. 
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3. RESULTADOS 

 

3.1. Los T6SS codificados en las islas genómicas SPI-6 y SPI-19 de S. Dublin se 

expresan al interior de macrófagos murinos 

3.1.1. Construcción de fusiones traduccionales y transcripcionales de vgrG al 

reportero GFP 

Un análisis bioinformático realizado previamente en nuestro laboratorio detectó dos 

posibles Sistemas de Secreción Tipo VI codificados en dos regiones del genoma de 

S. Dublin con características de islas genómicas [11]. Estas islas se denominaron SPI-6, 

descrita anteriormente en S. Typhimurium [30] y SPI-19, que no había sido reportada.  

En esta Tesis se investigó en primer lugar si cada uno de estos sistemas de secreción se 

expresan al interior de macrófagos RAW 264.7. Con este objetivo, se construyeron 

fusiones transcripcionales y traduccionales del componente VgrG codificado en cada isla 

al gen que codifica la proteína fluorescente verde GFP. 

Para obtener las fusiones, se insertó el marco de lectura abierto (ORF) del gen gfp, en 

cada gen vgrG por separado. Para esto, a partir del plasmidio pLZ01 se amplificó por PCR 

el gen gfp junto con un cassette de resistencia a Cam utilizando partidores que poseían 

en sus extremos regiones idénticas a los extremos de la región de vgrG a mutagenizar. El 

producto de PCR obtenido en cada caso se introdujo por transformación en S. Dublin 

CT_02021853 transformada con el plasmidio pKD46, que codifica el sistema recombinasa 

Red del bacteriófago λ. Este sistema cataliza el proceso de recombinación homóloga que 

permite el reemplazo de vgrG por el producto de PCR. 

En la Figura 4 se muestra un esquema de la construcción de una fusión transcripcional, 

en la cual el producto de PCR reemplaza al ORF de interés (Figura 4a) y de una fusión 

traduccional, en la cual el producto de PCR recombina con una secuencia interna del ORF 

de interés eliminando el codón de término e insertando el ORF del gen reportero a 

continuación y en el mismo marco de lectura (Figura 4b). 
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Figura 4. Esquema de la generación de fusiones transcripcionales y traduccionales 
a un gen reportero. Los amplicones son generados utilizando como templado un 
plasmidio que codifica un gen reportero (reportero Y o Z) vecino a un gen de resistencia a 
antibiótico (aph) y utilizando partidores que poseen en sus extremos secuencias 
homólogas al gen blanco. En presencia del sistema λ Red se produce la integración del 
reportero y el gen de resistencia: a) reemplazando el ORF del gen de interés (orfX) y 
generando una fusión transcripcional bajo el control del promotor del gen silvestre, b) 
eliminando el codón de término del ORF de interés e insertando el reportero a 
continuación y en el mismo marco de lectura. Luego de producida la integración 
cromosómica del reportero, el gen de resistencia a antibiótico puede ser eliminado 
utilizando el sistema de recombinación FLP-FRT. Adaptado de Gerlach y cols, 2007 
[45]. 

 

Las fusiones así construidas se seleccionaron por su resistencia a Cam y, posteriormente, 

se purificaron clones aislados para confirmar la inserción del reportero en vgrG mediante 

PCR utilizando un partidor interno al producto insertado y uno adyacente al extremo 3’ de 

vgrG. La Figura 5 muestra un resultado representativo de este análisis, realizado con 

fusiones transcripcionales y traduccionales del reportero gfp al gen vgrG codificado en la 

isla SPI-6. Se observa la amplificación del producto esperado de 169 pb en los cuatro 

clones analizados. 
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Figura 5. Comprobación de la correcta construcción 

de fusiones transcripcionales y traduccionales a GFP 

del gen vgrG codificado en SPI-6. La figura muestra los 

productos de amplificación analizados en un gel de 

agarosa al 1,5% teñido con bromuro de etidio. Se utilizó 

DNA de la cepa S. Dublin CT_02021853 (WT) como 

control. Tamaño esperado del amplicón: 169 pb. ST, 

Estándar de peso molecular. 

 

3.1.2 Los T6SS codificados en SPI-6 y SPI-19 de S. Dublin se expresan al interior de 

macrófagos murinos 

Para analizar la expresión de las fusiones al interior de macrófagos murinos, las cepas 

que contenían las fusiones transcripcionales y traduccionales fueron previamente 

transformadas con el plasmidio pmCherry, el cual permite la expresión constitutiva de la 

proteína fluorescente roja mCherry. 

Previo a realizar los experimentos de expresión de los genes vgrG de ambos T6SS al 

interior de macrófagos, se determinó si éstos se expresaban en condiciones de cultivo 

celular, pero en ausencia de macrófagos. Para esto, las bacterias se cultivaron en medio 

DMEM suplementado con 8% SFB y se observaron al microscopio de epifluorescencia. 

Como se puede observar en la Figura 6, tanto las bacterias que contenían las fusiones 

transcripcionales como traduccionales de los genes vgrG contenidos en ambas islas 

(SPI-6 y SPI-19) presentaron fluorescencia roja. Por otra parte, no se detectaron bacterias 

que presentaran fluorescencia verde, lo que sugiere que la expresión de los T6SS en 

estudio se encuentra reprimida en condiciones de cultivo in vitro como se ha observado 

previamente en nuestro laboratorio con el T6SS de S. Gallinarum [39]. 
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Figura 6. Análisis de la expresión 
de las fusiones traduccionales y 
transcripcionales de vgrG al gen 
reportero gfp en medio DMEM. 
Se evaluó la expresión de los T6SS 
codificados en SPI-6 (SPI-6 
vgrG-gfpts o td) y SPI-19 (SPI-19 
vgrG-gfpts o td) mediante fusiones 
traduccionales (td) y 
transcripcionales (ts) de vgrG al 
reportero gfp. Se muestra la 
emisión de fluorescencia para los 
canales rojo (mCherry) y verde 
(GFP). 

 

 

 

Para determinar la expresión de vgrG al interior de macrófagos murinos, éstos fueron 

infectados con las bacterias que contenían cada una de las fusiones construidas y se 

evaluó la emisión de fluorescencia verde y roja luego de 1 y 21 h post-infección. Como 

control positivo se utilizó una fusión traduccional de gfp a ssaG (ssaG-gfptd). SsaG 

corresponde a un componente estructural del T3SS codificado en SPI-2 que se expresa 

preferentemente luego que Salmonella ingresa a las células hospederas [46]. 
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Figura 7. Expresión de las fusiones traduccionales y transcripcionales de vgrG al 
reportero gfp 1 hora post-infección de macrófagos murinos. Se muestra la emisión de 
fluorescencia para los canales azul (DAPI), rojo (mCherry), verde (GFP) y la superposición 
de los tres. Se utilizó una fusión traduccional ssaG-gfptd como control positivo de 
expresión dentro de macrófagos. Se señala con una flecha blanca las bacterias que 
presentan fluorescencia verde. Fotos representativas de un mínimo de 3 campos 
observados para cada fusión. 
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Figura 8. Expresión de las fusiones traduccionales y transcripcionales de vgrG al 
reportero gfp 21 horas post-infección de macrófagos murinos. Se muestra la emisión 
de fluorescencia para los canales azul (DAPI), rojo (mCherry), verde (GFP) y la 
superposición de los tres. Se utilizó una fusión ssaG-gfptd como control positivo de 
expresión dentro de macrófagos. Se señala con una flecha blanca las bacterias que 
presentan fluorescencia verde. Fotos representativas de un mínimo de 3 campos 
observados para cada fusión. 
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Luego de 1 h post-infección, se observó la expresión de ambas vgrG a nivel 

transcripcional y traduccional al interior de macrófagos murinos (Figura 7), aunque cabe 

destacar que las bacterias verdes corresponden a una pequeña fracción de entre toda la 

población de bacterias rojas. Como era de esperarse, la fusión ssaG-gfptd también se 

expresa al interior de macrófagos (Figura 7). 

Luego de 21 h post-infección sólo se observa la expresión de VgrG codificada en SPI-6 al 

interior de macrófagos murinos, no así la expresión de VgrG codificada SPI-19 (Figura 8). 

La vida media de GFP en E. coli se ha determinado de alrededor de 24 h. Debido a esta 

gran estabilidad es posible que la fluorescencia observada 21 h post-infección se deba a 

la proteína producida 1 h post-infección [47]. Por otra parte, es posible que la ausencia de 

fluorescencia en el caso de VgrG codificada en SPI-19 a las 21 horas post-infección se 

deba a la degradación de las bacterias que expresaron GFP por parte del macrófago o a 

que la proliferación de estas bacterias diluyera la concentración de GFP en su interior de 

tal manera que no es posible detectar la fluorescencia mediante el método empleado. 

Al ser VgrG un componente estructural esencial para el funcionamiento de los T6SS, 

estos resultados indican que los T6SS codificados en SPI-6 y SPI-19 se expresan 

preferencialmente al interior de macrófagos murinos en cultivo, sugiriendo que estos 

T6SS podrían cumplir un papel en la interacción de S. Dublin con las células fagocíticas. 

3.2 Analisis de translocación citoplasmática de VgrG 

Luego de comprobar que los T6SS codificados en SPI-6 y SPI-19 se expresan al interior 

de macrófagos murinos, se evaluó la funcionalidad de estos sistemas. Con este objetivo, 

se ensayó la capacidad de S. Dublin de translocar la proteína VgrG al citoplasma de 

macrófagos murinos RAW 264.7. La secreción de VgrG es un claro indicio de un T6SS 

funcional [18]. 

3.2.1 Construcción de la fusión de VgrG al reportero TEM-1 para el análisis de 

translocación de VgrG 

Para determinar translocación de VgrG codificado en SPI-6 de S. Dublin se clonó el 

correspondiente marco de lectura de vgrG en el vector pFlagTEM, el cual permite generar 

una fusión génica de vgrG al epítope 3xFLAG seguido del gen reportero de la β-lactamasa 

TEM-1. Por su parte, para estudiar la translocación de VgrG codificado en SPI-19 se 



33 

 

transformó la cepa S. Dublin CT_02021853 con el plasmidio pVgrGFTSPI-19. Este 

plasmidio, construido en nuestro laboratorio, posee el marco de lectura de vgrGSPI-19 de 

S. Gallinarum clonado en el plasmidio pFlagTEM. En esta Tesis se utilizó esta 

construcción debido al alto grado de identidad (~99%) entre los genes vgrG de las islas 

SPI-19 de S. Gallinarum y S. Dublin. La expresión de la proteína de fusión está regulada 

por el promotor trc, lo que permite inducir su expresión con IPTG e inhibir su expresión 

con glucosa. Mediante esta fusión se puede analizar la translocación del VgrG junto con el 

reportero TEM-1 [41]. Esta técnica utiliza las propiedades del sustrato CCF2/AM, el cual 

emite fluorescencia a 520 nm cuando es excitado a una longitud de onda de 405 nm luego 

de ingresar al citoplasma de las células eucariontes. Cuando este sustrato es degradado 

por una β-lactamasa, su emisión cambia a 447 nm, indicando que existe una 

translocación de la proteína de fusión hacia el citoplasma (Figura 9). 

 

Figura 9. Esquema del ensayo de translocación de la proteína VgrG al citoplasma de 
macrófagos RAW 264.7. El derivado acetometoxy-CCF2 (CCF2/AM) es capaz de 
atravesar la membrana celular. Una vez dentro de la célula, es procesado por esterasas 
citoplasmáticas, liberándose el sustrato fluorescente CCF2. Éste posee dos grupos 
fluorescentes unidos por un anillo β-lactámico, entre los cuales se transfiere energía por 
un efecto de FRET, de tal manera que la absorción de luz a una longitud de onda de 
405 nm genera la emisión de fluorescencia a 520 nm (verde). Si la proteína de fusión 
VgrG-FlagTEM es translocada al citoplasma del macrófago, se cortará el anillo 
β-lactámico que une a ambos grupos fluorescentes. En este caso, la absorción de luz a 
405 nm genera una emisión a 447 nm (azul). De esta forma, la emisión de fluorescencia a 
447 nm es un indicador de la presencia de moléculas de β-lactamasa translocadas por la 
bacteria hacia el citoplasma de la célula. 
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El clonamiento del ORF de vgrG codificado en SPI-6 en el vector plasmidio pFlagTEM se 

realizó como se esquematiza en la Figura 10. El plasmidio resultante (pVgrGFTSPI-6) se 

introdujo en la cepa E. coli DH5α. 

 

 

 

La correcta inserción del ORF de vgrG en el plasmidio pFlagTEM se comprobó mediante 

PCR utilizando un partidor interno de vgrG y un partidor que flanquea el sitio de inserción 

de vgrG (Figura 11a) o utilizando partidores que flanquean el sitio donde se insertó vgrG 

en el plasmidio (Figura 11b). También se comprobó la expresión de la proteína de fusión 

A) 

Figura 10. Esquema de la generación del 
vector pVgrGFTSPI-6. a) El marco de lectura de 
vgrG codificado en SPI-6 fue amplificado mediante 
PCR a partir del genoma de S. Dublin 
CT_02021853. Este amplicón posee sitios de 
reconocimiento para las enzimas de restricción 
XhoI y NdeI. Luego de digerir con estas enzimas, 
el amplicón se ligo en el plasmidio pFlagTEM. El 
plasmidio pFlagTEM posee el promotor trc 
inducible por IPTG y reprimible por glucosa río 
arriba del ORF para el epitope 3xFLAG unido a la 
β-actamasa TEM-1. La presencia de sitios de 
corte para las enzimas XhoI y NdeI permite la 
inserción del ORF de vgrG en el plasmidio. b) El 
plasmidio generado se llamó pVgrGFTSPI-6 y posee 
un marco de lectura en el cual se encuentra 
codificado VgrG seguido del epitope 3xFLAG y el 
reportero TEM-1. 

B) 
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VgrG-FlagTEMSPI-6 mediante Western blot utilizando un anticuerpo contra el epitope Flag. 

Se puede observar la producción de la proteína FlagTEM (FT) y la proteína de fusión 

VgrG-FlagTEMSPI-6 (VgrGFT) en condición inductora con IPTG y, en menor cantidad, en 

condición de represión con glucosa (Figura 11c). Luego de comprobado el clonamiento, 

se transformó la cepa S. Dublin CT_02021853 con el plasmidio pVgrGFTSPI-6. 

 

 

 

Figura 11. Confirmación del 
clonamiento de vgrG en el vector 
pFlagTEM. PCR de colonias de bacterias 
transformadas con el plasmidio 
pVgrGFTSPI-6, utilizando a) un partidor 
interno de vgrG y un partidor del plasmidio 
(tamaño esperado: 239 pb) y b) partidores 
que flanquean el sitio de inserción de vgrG 
en el plasmidio (tamaño esperado: 3.054 
pb). c) Análisis de Western blot para el 
epitope FLAG de una cepa nativa de 
E. coli DH5α (WT), la cepa transformada 
con el plasmidio pFlagTEM (pFT) y la 
cepa transformada con el plasmidio 
pVgrGFTSPI-6 (pVgrGFT) en condiciones 
de inducción (+ IPTG) o represión (+ Glu) 
de la expresión. Tamaño esperado para 
pVgrGFTSPI-6 ~132 kDa y para pFT 
~32 kDa. 
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3.2.2 Análisis de la funcionalidad de los T6SS codificados en S. Dublin en 

macrófagos murinos mediante microscopía de fluorescencia 

Para detectar la translocación del componente VgrG de cada isla, SPI-6 y SPI-19, los 

macrófagos RAW 264.7 se infectaron con las cepas de S. Dublin que contenían los 

plasmidios pVgrGFTSPI-6 y pVgrGFTSPI-19. Luego de 1 o 21 hrs post infección, las células 

se incubaron con el sustrato fluorescente CCF2/AM durante 1,5 a 2 h y posteriormente se 

observaron mediante microscopía de fluorescencia.  

Como control positivo se utilizó el marco de lectura de sipA de S. Typhimurium en 

plasmidio pFlagTEM (pSipAFT). SipA es una proteína efectora translocada por Salmonella 

al citoplasma de la célula hospedera mediante el T3SS codificado en SPI-1 [41]. Una 

mutante con una deleción de la isla SPI-1 transformada con pSipAFT y la cepa silvestre 

de S. Dublin transformada con el vector pFlagTEM vacío se utilizaron como controles 

negativos. 
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Se puede observar que a 1 h post-infección (Figura 12) ocurre translocación de las 

proteínas VgrGSPI-19 y SipA. Es importante hacer notar que la translocación de VgrGSPI-19 

es un evento que se visualiza muy escasamente. Por otra parte, no se observó 

translocación de VgrGSPI-6. Tanto en el caso de la cepa con el vector vacío como en la 

cepa mutante de SPI-1 transformada con el plasmidio pSipAFT no se observaron eventos 

de translocación. 

En contraste a lo observado a 1 h post-infección, el análisis de translocación a 21 h 

post-infección (Figura 13) reveló que tanto VgrGSPI-6 como SipA son translocadas hacia el 
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Macrófagos sin infectar pFT pSipAFT ΔSPI-1 / pSipAFT 

pVgrGFTSPI-6 pVgrGFTSPI-19 Figura 12. Análisis de translocación de 
VgrG a 1 h post-infección. Emisión de 
fluorescencia para los canales verde y azul. 
Se muestran los resultados para macrófagos 
sin infectar o infectados con la bacteria 
conteniendo: el vector de clonamiento vacío 
(pFT), el control positivo sipA clonado en el 
vector (pSipAFT), el control negativo ΔSPI-1 
con sipA clonado en el vector (ΔSPI-1 / 
pSipAFT), vgrG de la isla SPI-6 clonado en 
el vector (pVgrGFTSPI-6) y vgrG de la isla SPI-
19 clonado en el vector (pVgrGFTSPI-19). Las 
flechas señalan macrófagos que presentan 
fluorescencia en el canal azul superior al 
“background”. Fotos representativas de un 
mínimo de 3 campos observados para cada 
condición. 
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citoplasma del macrófago. Por otra parte, no fue posible observar la translocación de 

VgrGSPI-19. La frecuencia de eventos de translocación visualizados para VgrGSPI-6 después 

de 21 h es mayor a la observada para VgrGSPI-19 luego de 1 h, visualizándose en cada 

campo por lo menos un evento de translocación. Además, se determinó que la 

translocación de VgrGSPI-6 es dependiente de ClpVSPI-6, ya que la mutante ΔclpVSPI-6 es 

incapaz de translocar la proteína hacia el citoplasma del macrófago (Figura 13). 

Estos resultados siguieren que los T6SS codificados en SPI-6 y SPI-19 son funcionales, 

siendo capaces de translocar VgrG hacia el macrófago. Además, responden a distintas 

señales temporales. Estos datos respaldan las observaciones de los experimentos de 

expresión, correlacionándose la expresión temprana de VgrGSPI-19 con la translocación 

temprana de ésta y la expresión tardía de VgrGSPI-6 con su translocación a tiempos tardíos 

durante la infección. 
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3.3 Los T6SS codificados en el genoma de S. Dublin no son necesarios para el 

ingreso o supervivencia de la bacteria al interior de macrófagos 

3.3.1 Generación de mutantes 

Para estudiar si los T6SS codificados en SPI-6 y SPI-19 participan en la internalización y 

supervivencia de S. Dublin en macrófagos murinos, se utilizaron cepas mutantes de cada 
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pVgrGFTSPI-6 pVgrGFTSPI-19 
ΔclpVSPI-6 / 

pVgrGFTSPI-6 

Figura 13. Análisis de translocación a 21 h post-infección. Emisión de fluorescencia 
para los canales verde y azul. Se muestran los resultados para macrófagos sin infectar o 
infectados con la bacteria conteniendo: el vector de clonamiento vacío (pFT), el control 
positivo sipA clonado en el vector (pSipAFT), el control negativo ΔSPI-1 con sipA clonado 
en el vector (ΔSPI-1 / pSipAFT), vgrG de la isla SPI-6 clonado en el vector (pVgrGFTSPI-6), 
mutante de clpV de SPI-6 con vgrG de la isla SPI-6 clonado en el vector (ΔclpVSPI-6 / 
pVgrGFTSPI-6) y vgrG de la isla SPI-19 clonado en el vector (pVgrGFTSPI-19). Las flechas 
señalan macrófagos que presentan fluorescencia en el canal azul superior al “background”. 
Fotos representativas de un mínimo de 3 campos observados para cada condición 
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sistema de secreción, una cepa doble mutante carente de ambos sistemas de secreción y 

las correspondientes mutantes en los genes clpV. Las mutantes se generaron utilizando la 

metodología descrita por Datsenko y Wanner [40], que consiste en el reemplazo del gen o 

la región genómica de interés por un cassette de resistencia a antibiótico mediada por la 

recombinasa Red del fago lambda codificada en el plasmidio pKD46. El cassette de 

resistencia a antibiótico está contenido en un producto de PCR que presenta en sus 

extremos secuencias que flanquean al gen o la región genómica de interés. Una vez 

realizado el reemplazo alélico, el gen de resistencia puede ser escindido por 

recombinación sitio específica mediada por la recombinasa Flp codificada en el plasmidio 

pCP20. En la Figura 14a se muestra un esquema del método de mutagénesis. 

Utilizando esta metodología, se obtuvieron mutantes en el gen clpVSPI-19. Las mutantes se 

seleccionaron por su resistencia a Kan. Posteriormente, se purificaron clones aislados 

para confirmar la presencia de la mutación mediante PCR, utilizando un partidor interno 

del producto insertado y uno adyacente al extremo 3’ de clpV. La Figura 14b muestra el 

análisis en un gel de agarosa de uno de estos clones. La mutante las islas y de clpVSPI-6 se 

encontraban disponibles con anterioridad al desarrollo de esta tesis (Tabla 1). 
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3.3.2 Las mutantes carentes de los T6SS no presentan deficiencias de 

internalización y supervivencia intracelular en macrófagos 

Mediante ensayos de protección a gentamicina se estudió la contribución de los T6SS 

codificados en SPI-6 y SPI-19 a la capacidad de la bacteria para ingresar y sobrevivir al 

1,5 kb 

1,0 kb 

 

0,5 kb 

Δ
c
lp

V
S

P
I-

1
9
 

 S
T

 

 W
T

 

 C
T
- 

Figura 14. Generación de mutantes mediante reemplazo alélico por recombinación 

de un producto de PCR. a) Esquema ilustrativo de la generación de mutantes: el 

producto de PCR obtenido posee extremos idénticos al gen o región genómica a mutar 

(genX). Mediante la expresión del sistema λ Red codificado en el plasmidio pKD46 este 

producto recombina con el genoma de la bacteria eliminando la región a mutar y 

remplazándola por un cassette de resistencia a antibiótico. Éste es eliminado 

posteriormente mediante la recombinasa Flp codificada en el plasmidio pCP20. b) 

Mediante PCR de colonias se comprobó la inserción del producto de PCR para la 

mutación de clpVSPI-19 (ΔclpVSPI-19). Se utilizó la cepa S. Dublin CT_02021853 (WT) y una 

reacción de PCR sin bacteria (CT-) como controles negativos. Para la comprobación de 

la mutagénesis se utilizó un partidor que aparea con el cassette de resistencia y un 

partidor que aparea con la secuencia flanqueante al gen. Tamaño esperado del 

amplicón: 550 pb. ST, Estándar de peso molecular. 



42 

 

interior de macrófagos murinos in vitro. Para esto, se comparó la cepa silvestre con 

mutantes en los T6SS y las respectivas mutantes en los genes clpV. Se utilizó como 

control una cepa mutante en el gen aroA (ΔaroA), ya que esta mutante es atenuada en la 

supervivencia intracelular en macrófagos [48]. 

Los resultados no mostraron diferencias significativas entre la cepa silvestre y las 

mutantes de los T6SS en la capacidad de internalización a 1 h post-infección (Figura 

15a), como tampoco en la supervivencia intracelular en macrófagos murinos luego de 21 

h de infección (Figura 15b). 

 

Se obtuvieron resultados similares con las mutantes en los genes clpV; no se observaron 

diferencias significativas respecto a la cepa silvestre (Figura 16). 

Figura 15. Internalización y supervivencia intracelular de mutantes en los T6SS 

codificados en las islas SPI-6 y SPI-19 de S. Dublin. Se muestran los resultados de 

a) internalización y b) supervivencia intracelular en macrófagos RAW 264.7 por la cepa 

silvestre de S. Dublin (WT) y las mutantes de los T6SS codificados en SPI-6 

(ΔT6SS
SPI-6

), SPI-19 (ΔT6SS
SPI-19

), la mutante en ambos sistemas (ΔT6SS
SPI-6

 

ΔT6SS
SPI-19

) y la mutante aroA (ΔaroA). Cada punto corresponde al promedio de un 

experimento. Se presenta el promedio ± la desviación estándar. 

*p < 0,05 en comparación con la cepa silvestre. 
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Figura 16. Internalización y supervivencia intracelular de mutantes en el gene clpV 
de los T6SS codificados en las islas SPI-6 y SPI-19 de S. Dublin. Se muestran los 
resultados de a) internalización y b) supervivencia intracelular en macrófagos RAW 264.7 
por la cepa silvestre de S. Dublin (WT) y las mutantes en el gen clpV de los T6SS 
codificados en SPI-6 (ΔclpVSPI-6), SPI-19 (ΔclpVSPI-19), la mutante de ambos genes 
(ΔclpVSPI-6 ΔclpVSPI-19) y la mutante aroA (ΔaroA). Cada punto corresponde al promedio de 
un experimento. Se presenta el promedio ± la desviación estándar. 

**p  0,01 en comparación con la cepa silvestre. 

 

Los resultados obtenidos sugieren que los T6SS codificados en SPI-6 y SPI-19 no 

participan en la internalización o supervivencia intracelular de S. Dublin en macrófagos 

murinos. 

4.- 
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4. DISCUSIÓN 

 

El T6SS es un sistema de secreción de proteínas ampliamente distribuido en bacterias 

Gram negativo, encontrándose en patógenos humanos, animales y de plantas [18, 22, 34, 

49-51]. Por tratarse del último sistema de secreción descrito, ha recibido gran atención en 

los últimos años. Así, se ha reportado que este complejo aparato de secreción transloca 

proteínas a diferentes células, tanto procariontes como eucariontes, en un mecanismo 

que involucra el contacto directo entre la bacteria y la célula blanco [18, 28, 52]. 

Dentro del género Salmonella se han descrito cinco T6SS distribuidos diferencialmente en 

distintos serotipos y con diferentes orígenes evolutivos [11, 33]. El T6SS codificado en la 

isla SPI-6 de S. Typhimurium ha sido el más estudiado, demostrándose recientemente 

que se requiere para la replicación intracelular de la bacteria en macrófagos y para la 

diseminación sistémica en el ratón [37]. En el caso de S. Dublin, modelo de estudio 

utilizado en esta Tesis, los análisis bioinformáticos de nuestro laboratorio identificaron la 

presencia de dos posibles T6SS codificados en las islas de patogenicidad SPI-6 y SPI-19 

[11]. 

Con estos antecedentes, los objetivos principales de este trabajo fueron determinar si 

ambos sistemas de secreción se expresan en cultivos in vitro, si son funcionales y, 

finalmente, si uno o ambos sistemas contribuyen a los procesos de invasión y 

supervivencia intracelular de la bacteria en macrófagos murinos RAW 264.7. Aunque 

S. Dublin es un patógeno principalmente del ganado bovino, este tipo celular se utilizó 

debido a que esta bacteria también puede colonizar sistémicamente el ratón, 

diseminándose a través de las células del sistema retículoendotelial [53]. Por su parte, el 

modelo murino de infección ha sido utilizado por muchos años para estudiar la 

patogenicidad de distintos serotipos de Salmonella y es ampliamente aceptado [54-56]. 

A través del uso de fusiones transcripcionales y traduccionales al reportero fluorescente 

GFP, se detectó la expresión de las proteínas VgrG codificadas en ambos T6SS. VgrG es 

uno de los 13 componentes conservados de un T6SS y de gran importancia para el 

funcionamiento del sistema, por lo cual la producción de está proteína es un indicador de 

la expresión del sistema [17]. Se observó la expresión génica y la producción de VgrG 

sólo cuando la bacteria se encontraba en contacto con los macrófagos, no así en los 
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medios de cultivo de dichas células, sugiriendo que la interacción bacteria-célula es 

esencial para gatillar su expresión. Sin embargo, el número de bacterias dentro de la 

población en las que es posible observar la expresión y producción de los componentes 

del T6SS es pequeña, siendo menor al 10%. Los T6SS generalmente poseen una baja 

expresión dentro de la población bacteriana, es por eso que en muchos trabajos 

realizados hasta la fecha es necesario recurrir a cepas que sobre expresan estos 

sistemas in vitro [19, 57, 58]. 

Con respecto a la funcionalidad de los T6SS, es decir si ocurre translocación de una o 

ambas VgrG desde la bacteria hacia el citoplasma del macrófago, el ensayo utilizado 

permitió observar en forma muy ocasional este fenómeno. No obstante, los resultados 

indican que el T6SS codificado en SPI-6 se activa a tiempos tardíos post-internalización; 

en tanto que el T6SS codificado en SPI-19 es activo solamente a tiempos tempranos 

post-infección. Será necesario a futuro confirmar estos resultados utilizando metodologías 

de detección cuantitativas como el uso de una fusión de vgrG al epitope GSK, el cual es 

fosforilado una vez que la proteína ingresa a la célula, permitiéndonos analizar por medio 

de “Western blot” la translocación de proteínas al citoplasma eucarionte [59]. 

Los ensayos de internalización y supervivencia intracelular bacteriana en macrófagos 

RAW 264.7 indicaron que ninguno de los dos T6SSs presentes en S. Dublin es necesario 

para estos procesos, ya que las mutantes que carecían de cada uno o de ambos T6SS, o 

las mutantes con una deleción del gen clpV, fueron capaces de invadir y de sobrevivir al 

interior de dichos macrófagos a los mismos niveles que la cepa parental. 

Sin embargo, estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado que la mutante 

de S. Dublin que carece del T6SS codificado en SPI-6 es atenuada en un modelo murino 

de infección sistémica [Pezoa, datos no publicados]. Una posibilidad que podría explicar 

estas diferencias es que, in vivo, este sistema sí contribuya a la supervivencia de la 

bacteria al interior de macrófagos. Debido a que una pequeña población expresa los 

T6SS al interior de macrófagos murinos in vitro es posible que, si estos sistemas tienen 

algún efecto sobre la internalización y supervivencia de estas bacterias, este pase 

desapercibido debido a que el efecto se diluye en la población analizada. De manera 

similar a lo observado en este estudio, se ha descrito que S. Typhimurium expresa genes 

al interior de macrófagos en cultivo los cuales no se requieren para la internalización ni 

supervivencia intracelular in vitro; sin embargo, las mutantes de estos genes son 
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atenuadas in vivo [46]. Cabe destacar que el modelo de cultivo celular in vitro es una 

simplificación de lo que ocurre in vivo frente a la infección por Salmonella ya que no se 

encuentran presentes otros tipos celulares que pueden tener una función de regulación de 

la respuesta inmune del macrófago, ni se encuentra un entorno inmune normal. Estos 

factores podrían promover la expresión de los T6SS al interior de macrófagos in vivo y 

realzar su actividad. Para ejemplificar esta situación, podemos mencionar que se ha 

reportado que, pese a que S. Typhimurium persiste más tiempo en el hospedero murino 

que S. Typhi, estos dos serotipos no presentan diferencias en la supervivencia al interior 

de macrófagos murinos in vitro. Sin embargo, cuando se extraen macrófagos de ratones 

infectados con estos serovares, S. Typhi presenta una menor capacidad de sobrevivir que 

S. Typhimurium [46, 60]. 

Recientemente, Mulder y cols. reportaron que deleciones de los componentes icmF y 

clpV, así como de segmentos internos de la isla SPI-6, disminuyen la replicación de 

S. Typhimurium al interior de macrófagos RAW 264.7 in vitro [37]. Cabe mencionar que la 

composición genética de SPI-6 es distinta en S. Dublin y S. Typhimurium. Así, en 

S. Dublin no se encuentra presente una región que codifica los ORFs STM0277, 

STM0278 y STM0279. Si bien STM0278 se encuentra codificado dentro la isla SPI-6 y 

contribuye a la replicación al interior de macrófagos [37], codifica una proteína de 127 

aminoácidos que posee un péptido señal, lo cual sugiere que sería secretada al 

periplasma de manera independiente del T6SS. Se ha descrito que esta proteína participa 

en la movilidad de tipo swarming en Salmonella enterica serovar Newport [62]. Por lo 

tanto, además de los genes “core” del T6SS y sus genes accesorios, la isla SPI-6 de 

S. Typhimurium contiene ORFs que pueden contribuir a la supervivencia en los 

macrófagos a través de mecanismos independientes de la función de los T6SS. Esto se 

ha observardo para el caso del ORF SEN1001 codificado en SPI-19 de Salmonella 

enterica serovar Enteritidis, el cual es necesario para la colonización sistémica del 

hospedero murino y la supervivencia al interior de macrófagos murinos. Sin embargo, 

S. Enteritidis no posee todos los componentes estructurales fundamentales del T6SS 

codificado en SPI-19, lo cual indica que el rol del ORF SEN1001 es independiente de la 

función del T6SS codificado en SPI-19 [62]. Es posible entonces que las diferencias 

observadas en la supervivencia al interior de macrófagos murinos entre S. Typhimurium y 

S. Dublin se deban en parte a las variaciones de SPI-6 entre los dos serotipos. Por otra 

parte, los ensayos de supervivencia en macrófagos realizados por Mulder y cols. difieren 
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de los de esta Tesis, en cuanto a que estos autores usaron bacterias opsonizadas para 

realizar las infecciones [37]. Al respecto, se ha descrito que la fagocitosis mediada por el 

sistema del complemento afecta la maduración de la “Salmonella containing vacuole”, 

afectando el proceso de acidificación de ésta y la expresión de genes de virulencia de 

Salmonella, aumentándose la expresión de componentes de SPI-1 [63, 64]. 

Es posible también que los T6SSs codificados en S. Dublin lleven a cabo funciones al 

interior del macrófago que no estén relacionadas con la supervivencia intracelular de la 

bacteria. Recientemente, se ha identificado que Burkholderia cenocepacia es capaz de 

generar cambios en la morfología celular de macrófagos en cultivo por medio de un 

mecanismo dependiente del T6SS. En ese estudio se determinó que el T6SS promueve la 

filamentación anormal de actina junto con una disminución en los niveles de Rac-GTP y 

Cdc42-GTP, miembros de la familia Rho de GTPasas pequeñas que regulan el 

citoesqueleto de actina. Sin embargo, los investigadores fueron incapaces de identificar 

algún efector del T6SS responsable de este efecto [58]. 

Mediante una biblioteca de mutantes de S. Typhimurium por inserción de un transposón y 

su posterior análisis mediante hibridaciones competitivas en microarreglos genómicos de 

DNA, se observó que una mutación en el ORF STM0290 (perteneciente a la isla SPI-6) se 

encuentra asociado a una menor persistencia en la colonización sistémica del hospedero 

en un modelo murino de infección crónica [66]. En nuestro laboratorio hemos determinado 

que STM0290, el cual también se encuentra presente en S. Dublin, posee un homólogo 

cristalizado. Esta estructura cristalina (pdb: 1TU1) presenta homología estructural con la 

proteína de unión a Ran, Mog1P (pdb: 1EQ6) [66]. Se ha demostrado que Mog1P actúa 

como un factor liberador de guanina de la GTPasa pequeña Ran [67]. Estos análisis 

sugieren que STM0290 corresponde a un nuevo efector del T6SS que actúa como un 

intercambiador de guanina, provocando la modificación del citoesqueleto de las células 

eucarióticas. La modificación del citoesqueleto podría afectar los procesos de migración 

normales de los macrófagos, como se ha observado para el T6SS B. cenocepacia al cual 

se encuentra asociado la pérdida de lamelipodios y de la contracción del segmento 

posterior de la célula llamado urópodo en macrófagos [58]. Los cambios en la migración 

normal de los macrófagos podría afectar la persistencia de la bacteria en los órganos. Un 

ejemplo de este comportamiento se ha descrito para el efector del T3SS codificado en la 

isla SPI-2, SseI. Las cepas mutantes en sseI tienen una menor capacidad de colonizar 
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sistémicamente el hospedero murino y son atenuadas en la infección crónica; sin 

embargo, la supervivencia de estas mutantes en macrófagos no se ve afectada. Los 

investigadores descubrieron que SeeI es capaz de afectar la motilidad de los macrófagos 

infectados tanto in vitro como in vivo y esta capacidad da cuenta de su función tanto en la 

colonización sistémica del hospedero como del rol en la infección crónica [65, 68, 69]. 

Con respecto al T6SS codificado en la isla SPI-19, las mutantes en este sistema no 

mostraron defectos en internalización o supervivencia intracelular in vitro en macrófagos 

RAW 264.7. Los experimentos de colonización in vivo en los modelos murinos y aviares 

tampoco mostraron una atenuación en la virulencia por efecto de la deleción de SPI-19 

[Pezoa, datos no publicados]. Así, es posible que este sistema haya evolucionado para 

contribuir a la infección del hospedero bovino por S. Dublin. Se podría contestar esta 

hipótesis utilizando macrófagos primarios de bovino para estudiar el comportamiento de 

las mutantes en SPI-19 T6SS. Sin embargo, contar con el modelo bovino in vivo está 

fuera de nuestro alcance. 



49 

 

5. CONCLUSIONES 

 

1.- Tanto el T6SS codificado en SPI-6 como el codificado en SPI-19 de S. Dublin se 

expresan al interior de macrófagos murinos RAW 264.7 desde tiempos tempranos de 

infección. Esta expresión no se observa cuando la bacteria crece en el medio de cultivo 

celular en ausencia de macrófagos. 

2.- Los T6SS de S. Dublin se expresan en un bajo porcentaje de los macrófagos 

infectados. 

3.- Los T6SS codificados en el genoma de S. Dublin no contribuyen significativamente a la 

internalización y supervivencia intracelular de esta bacteria en macrófagos RAW 264.7. 
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