
UNIVERSIDAD DE CHILE 

FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS Y FARMACÉUTICAS 

 

 

Participación del efector SseJ en la supervivencia intracelular 
de Salmonella Typhimurium en Dictyostelium discoideum 

 

Tesis presentada a la Universidad de Chile para optar al grado de 

Magíster en Bioquímica área de Especialización en Bioquímica 

Toxicológica y Diagnóstico Molecular  

Y 

 Memoria para optar al Título de Bioquímica por: 

 

 
 

CONSTANZA PATRICIA MORGADO RUIZ 

 
 
 

Directores de Tesis:   
Dr. Carlos Santiviago Cid y Dr. Sergio Álvarez Armijo 

 
 

Santiago-CHILE 

 Diciembre 2021 



| 

II 

UNIVERSIDAD DE CHILE 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS Y FARMACÉUTICAS 

 
 

INFORME DE APROBACIÓN DE TESIS DE MAGISTER 

 

 

Se informa a la Dirección de la Escuela de Graduados de la Facultad de 

Ciencias Químicas y Farmacéuticas que la Tesis de Magíster y Memoria de 

Título presentada por el candidato  

 

 

CONSTANZA PATRICIA MORGADO RUIZ 

 

Ha sido aprobada por la Comisión de Evaluadora de Tesis como requisito para 

optar al grado de Magíster en Bioquímica, Área de Especialización:  Bioquímica 

Toxicológica y Diagnóstico Molecular y Título de Bioquímica, en el examen 

público rendido el día  

___________________________________________________________ 

 

Director de Tesis: 

Dr. Carlos Santiviago Cid __________________________________ 

 

Dr. Sergio Álvarez Armijo _________________________________ 

 

Comisión Evaluadora de Tesis: 

 

Dr. Mario Chiong __________________________________ 

 

Dra. Daniela Seelenfreund  __________________________________ 

 

Dr. Carlos Blondel    ___________________________________ 



III 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“The nitrogen in our DNA, the calcium in our teeth, the iron in our blood, the carbon 

in our apple pies were made in the interiors of collapsing stars. We are made of 

starstuff.” 

― Carl Sagan  
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T3SS:  Sistema de secreción de tipo 3 

TAE:  Tris base-acetato-EDTA 

TBS:  Suero fisiológico tamponado con Tris 

TBS-T:  Suero fisiológico tamponado con Tris y suplementado con Tween 20 

TCA:  Ácido tricloroacético 

Temed: N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina 

TGN:  Trans-Golgi Network 

UFC:  Unidad formadora de colonias 

UV:  Ultravioleta 

V:  Volts 

v/v:  Volumen/volumen 

vATPasa: ATPasa vacuolar 

VIH:  Virus de la inmunodeficiencia humana 

x g:  Aceleración gravitacional 
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RESUMEN 

La patogenicidad de Salmonella se debe en gran medida a la existencia de factores de 

virulencia conocidos como sistemas de secreción de tipo 3 (T3SS) y sus proteínas 

efectoras (también llamadas “efectores”), codificados en islas de patogenicidad de 

Salmonella (SPIs) o en otras zonas del genoma. Los T3SS más estudiados son los que se 

encuentran codificados en SPI-1 y SPI-2 (T3SS-1 y T3SS-2, respectivamente). Existen 

diversos efectores que contribuyen a la supervivencia intracelular de la bacteria 

mediante distintos mecanismos. Por ejemplo, el desarrollo de la “vacuola contenedora 

de Salmonella” (SCV), compartimento donde reside la bacteria luego de su 

internalización, y la formación de estructuras conocidas como “filamentos inducidos 

por Salmonella” (SIFs), proyecciones membranosas que irradian desde la SCV y que se 

relacionan a la replicación intracelular de la bacteria. 

SseJ es un efector translocado al citoplasma de la célula hospedera mediante el T3SS-2. 

Está relacionado a la formación de los SIFs mediante la modificación de la composición 

lipídica de la SCV, permitiendo la proyección de estas estructuras membranosas. 

Asimismo, se ha reportado que una mutante ∆sseJ de S. Typhimurium presenta defectos 

en la supervivencia intracelular en macrófagos murinos y es atenuada en ratones. Sin 

embargo, no se ha estudiado el papel de este efector durante la interacción de 

Salmonella con hospederos alternativos. En este trabajo, se planteó dilucidar si el 

efector SseJ es producido y translocado al citoplasma de D. discoideum durante la 

infección con S. Typhimurium y si contribuye a la supervivencia intracelular de la 

bacteria al interior de esta ameba. 
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Para caracterizar la secreción de SseJ, se construyó el plasmidio pMMB207::sseJ cyaA’ 

que codifica una fusión de este efector con el reportero CyaA’. Este plasmidio se 

transformó en S. Typhimurium silvestre y en mutantes que poseen inactivado el T3SS-1 

o T3SS-2. Los resultados obtenidos confirmaron que SseJ es secretado in vitro a través 

del T3SS-2. Por otra parte, se evaluó la expresión y producción del efector SseJ bajo 

condiciones inductoras de los genes asociados a SPI-1 y SPI-2 mediante la construcción 

una fusión génica cromosomal del gen sseJ al reportero cyaA’. Nuestros resultados 

mostraron que la fusión se produce en respuesta a las señales ambientales que 

normalmente regulan la expresión del gen sseJ. Además, se evaluó mediante western 

blot la producción de SseJ-CyaA’ desde la fusión cromosomal durante la infección de 

D. discoideum. La proteína de fusión se detectó en bacterias intracelulares recuperadas 

desde amebas luego de 3 y 6 horas de infección, confirmando que dentro de 

D. discoideum existen las condiciones necesarias para la expresión y producción del 

efector. A pesar de esto, no fue posible confirmar experimentalmente la translocación 

de la proteína de fusión desde la bacteria al citoplasma de la ameba durante el proceso 

infectivo. Finalmente, para evaluar el rol de SseJ en la interacción de S. Typhimurium 

y D. discoideum se realizaron ensayos de competencia donde se comparó la 

supervivencia intracelular de una mutante ∆sseJ y de la cepa silvestre en esta ameba. 

Nuestros resultados mostraron que la mutante ∆sseJ presenta defectos de 

supervivencia intracelular en D. discoideum a partir de 1 hora post infección. En 

conjunto, esta evidencia indica que el efector SseJ de S. Typhimurium es secretado 

mediante el T3SS-2, se produce cuando la bacteria reside al interior de D. discoideum 

y contribuye en la supervivencia intracelular de S. Typhimurium en esta ameba. 
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ABSTRACT 

“Role of effector protein SseJ in the intracellular survival of Salmonella 

Typhimurium in Dictyostelium discoideum” 

The pathogenicity of Salmonella is mainly due to the existence of virulence factors 

known as type 3 secretion systems (T3SS) and their effector proteins, also known as 

"effectors", encoded in Salmonella pathogenicity islands (SPIs) or in other regions of 

the genome. The most widely studied T3SS are those encoded in SPI-1 and SPI-2 (T3SS-1 

and T3SS-2, respectively). Several effectors contribute to the intracellular survival of 

Salmonella by different mechanisms. For example, the development of the 

"Salmonella-containing vacuole" (SCV), a compartment where the bacteria reside after 

internalization, and the formation of structures known as “Salmonella-induced 

filaments” (SIFs), which are membranous projections that radiate from the SCV and are 

related to the intracellular replication of the bacteria. 

SseJ is an effector translocated to the host cell cytoplasm via T3SS-2. It is involved in 

the formation of SIFs by modifying the lipid composition of the SCV, allowing the 

projection of those membranous structures. Also, a ∆sseJ mutant of S. Typhimurium 

has been reported to exhibit intracellular survival defects in murine macrophages and 

is attenuated in mice. However, the role of this effector during the interaction of 

Salmonella with alternative hosts has not been studied. In this work, we aimed to 

elucidate if the effector SseJ is produced and translocated to the cytoplasm of 

D. discoideum during infection with S. Typhimurium and if it contributes to the 

intracellular survival of the bacteria within this amoeba. 

To characterize SseJ secretion, we constructed the plasmid pMMB207::sseJ_cyaA' 

encoding a fusion of this effector with the CyaA' reporter. This plasmid was transformed 
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into wild-type S. Typhimurium and mutants with inactivated T3SS-1 or T3SS-2. The 

results obtained confirmed that SseJ is secreted in vitro through T3SS-2. Furthermore, 

the expression and production of the SseJ effector was evaluated under conditions that 

induce the expression of SPI-1- and SPI-2-associated genes by constructing a 

chromosomal gene fusion of the sseJ gene to the cyaA' reporter. Our results showed 

that the fusion is produced in response to environmental signals that regulate the 

expression of the sseJ gene under normal conditions. In addition, the production of 

SseJ-CyaA' from the chromosomal gene fusion during D. discoideum infection was 

assessed by western blot. The fusion protein was detected in intracellular bacteria 

recovered from amoebae after 3 and 6 hours of infection, confirming that the necessary 

conditions for expression and production of the effector exist within D. discoideum. 

Despite this, it was not possible to experimentally confirm the translocation of the 

fusion protein from the bacterium to the amoeba cytoplasm during the infection. 

Finally, to evaluate the role of SseJ in the interaction of S. Typhimurium and 

D. discoideum, competition assays were performed comparing the intracellular survival 

of a ∆sseJ mutant and the wild-type strain in this amoeba. Our results showed that the 

∆sseJ mutant exhibits intracellular survival defects in D. discoideum from 1 h post 

infection. Taken together, this evidence indicates that the S. Typhimurium effector 

SseJ is secreted via T3SS-2, is produced when the bacterium resides inside 

D. discoideum, and contributes to the intracellular survival of S. Typhimurium in this 

amoeba. 
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1.- INTRODUCCIÓN 

1.1.-Aspectos generales de Salmonella 

 Salmonella corresponde a un género de bacterias Gram negativo que incluye dos 

especies: Salmonella bongori y Salmonella enterica. Esta última se divide en 6 

subespecies: arizonae, diarizonae, enterica, houtenae, indica y salamae (Brenner et 

al., 2000). Dentro del género Salmonella se describen más de 2500 serovares, 

diferenciándose éstos en sus propiedades bioquímicas y serológicas. La clasificación 

actual de los serotipos se basa en variaciones antigénicas del lipopolisacárido (antígeno 

O) y el flagelo (antígeno H) y en la presencia o ausencia de la cápsula de virulencia 

(antígeno Vi) (Canals et al., 2011). 

 Con respecto a su importancia clínica, los serovares de Salmonella enterica 

subespecie enterica corresponden al agente etiológico de aproximadamente el 99% de 

los casos de salmonelosis en animales de sangre caliente. A su vez, Salmonella bongori 

y el resto de las subespecies de Salmonella enterica suelen ser bacterias comensales 

de animales de sangre fría. Sin embargo, se han reportado casos de infecciones 

esporádicas en seres humanos (Canals et al., 2011). Los distintos serovares de 

Salmonella presentan diferente especificidad de hospedero y causan manifestaciones 

clínicas muy diversas (Gal-Mor et al., 2014), que abarcan desde una enteritis 

autolimitada hasta enfermedades sistémicas severas y potencialmente mortales, como 

la fiebre tifoidea. Cabe destacar que la salmonelosis sistémica se desarrolla 

corrientemente en individuos inmunosuprimidos, ancianos y neonatos (Scallan et al., 

2011; Canals et al. 2011). Por otra parte, hay serovares que son capaces de infectar a 

un amplio espectro de hospederos, como S. Typhimurium y S. Enteritidis, mientras que 
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otros infectan a un hospedero específico, como S. Typhi y S. Gallinarum, que causan 

enfermedad sistémica sólo en seres humanos y aves, respectivamente (Canals et al., 

2011). 

 Cada año se presenta una gran cantidad de casos de salmonelosis, 

produciéndose la muerte de cientos de miles de personas nivel mundial. Los principales 

cuadros clínicos provocados por la bacteria son la enteritis, causada por los serovares 

no tifoideos, y la fiebre tifoidea, infección sistémica producida por los serovares 

tifoideos. En algunos casos, los serovares no tifoideos provocan patologías sistémicas 

en individuos inmunodeprimidos, lo cual es especialmente relevante en regiones de 

África subsahariana, donde un alto porcentaje de la población se encuentra 

inmunocomprometida debido a la alta prevalencia del VIH (Canals et al., 2011). 

 El ciclo infectivo de Salmonella comienza cuando la bacteria es ingerida por el 

hospedero en agua o alimentos contaminados. Una vez ingresada al sistema digestivo, 

Salmonella sobrevive al pH ácido estomacal para luego colonizar el tracto intestinal. 

La bacteria invade el epitelio del intestino delgado e ingresa al subepitelio, donde es 

fagocitada por los macrófagos residentes a los que, eventualmente, utiliza como 

vehículo para diseminarse por el organismo a través del sistema reticuloendotelial 

(Figura 1). La supervivencia en el interior de las células fagocíticas y el subsecuente 

transporte de la bacteria permite el desarrollo de la infección sistémica. En el caso de 

la enteritis, ésta se desarrolla debido a una respuesta inflamatoria local en el intestino 

provocada por la infiltración de linfocitos polimorfonucleares y la secreción de 

citoquinas proinflamatorias, teniendo como consecuencia la inflamación de la capa 

mucosa intestinal (Coburn et al., 2007; Haraga et al., 2008; Bueno et al., 2012). 
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Figura 1.- Ciclo Infectivo de Salmonella. El ciclo infectivo de Salmonella comienza con la 
ingestión de la bacteria mediante la vía fecal-oral. La bacteria llega al estómago, sobrevive al 
pH ácido y alcanza el intestino delgado, donde invade el epitelio intestinal, ingresa al 
subepitelio y es fagocitada por los macrófagos residentes. Éstos, eventualmente, actuarán como 
vehículos de diseminación, generándose la infección sistémica (Haraga et al., 2008). 

 

1.2.- Factores de virulencia de Salmonella: los sistemas de secreción de tipo 3 y 

sus efectores 

 La evolución de Salmonella como patógeno se ha estudiado extensamente 

durante las últimas décadas, caracterizándose los mecanismos moleculares que 

permiten la interacción de la bacteria con distintos hospederos. Salmonella enterica 

serovar Typhimurium (S. Typhimurium) ha sido uno de los modelos de estudio más 

utilizados, analizándose su interacción con células en cultivo y en modelos animales. 

Estos estudios han permitido determinar los genes implicados en la virulencia de 

Salmonella: muchos se localizan en elementos genéticos de gran tamaño con evidencia 

de haber sido adquiridos mediante eventos de transferencia horizontal (Baumler, 1997; 
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Groisman y Ochman, 1997). Estos elementos genéticos son conocidos como Islas de 

Patogenicidad de Salmonella (SPIs) y están presentes en la mayor parte de los serovares 

(Marcus et al., 2000). Hasta el momento se han descrito 23 SPIs, las que se encuentran 

distribuidas diferenciadamente en los distintos serovares. Sólo 5 de estas islas de 

patogenicidad (SPI-1 a la SPI-5) son conservadas en el genoma de los serovares de 

S. enterica (Desai et al., 2013). 

 Las islas más estudiadas corresponden a las SPI-1 y SPI-2, debido a que son 

esenciales para la patogenicidad de la bacteria. Ambas codifican sistemas de secreción 

de tipo 3 (T3SS-1 y T3SS-2, respectivamente), que corresponden a complejos 

macromoleculares de al menos 20 subunidades proteicas distintas. Estas estructuras 

forman un puente entre el citoplasma de la bacteria y el de la célula hospedera, 

inyectando distintas proteínas conocidas como “efectores”, los cuales resultan de vital 

importancia en las distintas etapas de la infección (Galan y Curtiss, 1989). El T3SS-1 es 

esencial para la invasión de las células hospederas, tanto epiteliales como macrófagos, 

durante la fase intestinal de la infección (Galan y Curtiss, 1989; Alpuche-Aranda et al., 

1994; Jones et al., 1994). El contacto de la bacteria con la membrana plasmática de 

las células epiteliales desencadena la activación de este sistema de secreción. Como 

consecuencia de esta activación, se inyectan las proteínas efectoras desde el 

citoplasma de la bacteria al citoplasma de la célula que está siendo infectada, cruzando 

tanto las membranas de la bacteria como la membrana plasmática de la célula epitelial 

(Figura 2). Estos efectores orquestan los mecanismos que permiten el ingreso de la 

bacteria, produciéndose la invasión de la célula hospedera (Hardt et al., 1998; Patel y 

Galan, 2006). Los efectores del T3SS-1 también son esenciales para la invasión y la 
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supervivencia de Salmonella en macrófagos, utilizando estas células fagocíticas como 

vehículos de diseminación y permitiendo el eventual desarrollo de una infección 

sistémica (Hernandez et al., 2004; Jiang et al., 2004; Monack et al., 2004; Drecktrah 

et al., 2005; Lawley et al., 2006; Worley et al., 2006; Brawn et al., 2007). 

 En contraste, la expresión del T3SS-2 es activada tras la internalización de la 

bacteria en respuesta a la deprivación de nutrientes y al pH moderadamente ácido que 

existe en el interior del compartimento membranoso que se forma y donde reside 

Salmonella luego de su ingreso. Este compartimiento se conoce como la “vacuola 

contenedora de Salmonella” (SCV). El T3SS-2 y sus proteínas efectoras resultan 

esenciales para la generación, maduración y mantenimiento de la SCV (Figura 3), 

además de ser requeridos para la virulencia en el modelo murino (Knuff-Janzen et al., 

2020). Los efectores del T3SS-2 cruzan la membrana de este compartimento, siendo 

translocadas hacia el citoplasma de la célula hospedera (Cirillo et al., 1998; Waterman 

y Holden, 2003), lo que permite la replicación y la supervivencia intracelular de 

Salmonella luego de su ingreso al hospedero (Hensel et al., 1995). Hasta la fecha, se 

han descrito más de 20 efectores secretados por el T3SS-2, la mayoría de los cuales 

están relacionados a la consolidación de la SCV (Ramos-Morales, 2012; van der Heijden 

y Finlay, 2012) y al establecimiento de este compartimento como nicho replicativo para 

Salmonella (Garcia-del Portillo et al., 2008). 
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Figura 2.- Los sistemas de secreción de tipo 3. Los T3SS son factores de virulencia que se 
encuentran codificados en las islas de patogenicidad de Salmonella. El T3SS-1, codificado en la 
SPI-1, es importante para la supervivencia intracelular de la bacteria y es requerido para la 
invasión de las células epiteliales. La SPI-1 se expresa en respuesta a condiciones ambientales 
que existen en el intestino. El T3SS-2 cobra importancia durante la invasión de macrófagos, 
donde es fundamental para la supervivencia intracelular y el desarrollo, maduración y 
mantenimiento de la SCV, compartimento membranoso donde reside la bacteria internalizada 
y que utiliza como nicho replicativo. La expresión de la SPI-2 es estimulada por la deprivación 
de nutrientes y el pH levemente ácido, condiciones que se dan dentro de la SCV luego de la 
internalización. 

 

 La biogénesis de la SCV se clasifica en 3 etapas: temprana, intermedia y tardía 

(0 a 30 min, 30 min a 5 h y posterior a 5 h luego de ocurrida la infección, 

respectivamente) (Steele-Mortimer et al., 1999). Durante la primera etapa la vacuola 

interacciona con los endosomas tempranos, lo que es evidenciado por la adquisición de 

marcadores de la vía endosomal temprana en la membrana de la SCV, tales como el 

antígeno-1 y la GTPasa pequeña Rab5 (Steele-Mortimer et al., 1999; Smith et al., 2005). 

Estos marcadores luego son reemplazados por glicoproteínas asociadas a la membrana 
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de los lisosomas (LAMPs) aproximadamente desde los 20 min hasta varias horas 

transcurrida la infección. Además, durante la etapa tardía se incorporan a la membrana 

de la SCV CD63, la proteína precursora de la fosfatasa ácida lisosomal (LAP), la ATPasa 

vacuolar (vATPasa), Rab7 y el colesterol (Garcia-del Portillo y Finlay, 1995; Meresse et 

al., 1999; Steele-Mortimer et al., 1999; Brumell et al., 2001). La presencia de estos 

marcadores y la evidencia de una relación entre la SCV y el retículo endoplasmático 

evidencian una relación entre este compartimento y el tráfico endosomal (Knodler y 

Steele-Mortimer, 2003). 

Dentro de la SCV, Salmonella altera el contenido lipídico y proteico de este 

compartimento por medio de los efectores del T3SS-2. Esto desencadena el movimiento 

de la SCV a través de los microtúbulos y cambios en la morfología celular, como la 

formación de “filamentos inducidos por Salmonella” (SIFs) en la membrana vacuolar, 

además de polimerización de actina alrededor de la SCV (Figura 4) (Stein et al., 1996; 

Ohlson et al., 2005; Nawabi et al., 2008; Christen et al., 2009; LaRock et al., 2012). 

Para esto, los distintos efectores cooperan en la manipulación de los mecanismos 

fisiológicos del hospedero. El efector SifA permite la interacción de la SCV con la red 

microtubular (Boucrot et al., 2005), PipB2 une la SCV a kinesina, proteína que forma 

los motores moleculares, permitiendo el transporte a lo largo de los microtúbulos y la 

extensión de los SIFs (Henry et al., 2006). Otros efectores modulan la membrana 

vacuolar y su contenido proteico mediante la regulación de elementos del citoesqueleto 

como microtúbulos y F-actina, los cuales se asocian a la SCV. Algunos efectores del 

T3SS-1 que persisten en la superficie de la SCV luego de la internalización de Salmonella 

contribuyen a las modificaciones lipídicas y proteicas de esta vacuola. 
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Figura 3.- Estructura de los sistemas de secreción de tipo 3 y sus efectores. Los T3SS son 
complejos macromoleculares de naturaleza proteica que permiten la inyección de proteínas 
efectoras desde el citoplasma de la bacteria al de la célula hospedera. Constan de un cuerpo 
basal, el cual cruza la membrana interna, el espacio periplasmático y la membrana externa de 
la bacteria, una aguja que cruza el espacio extracelular entre la bacteria y el hospedero, y un 
translocón insertado en la membrana del hospedero. Los efectores pueden estar codificados o 
no en las islas de patogenicidad SPI-1 y SPI-2, pueden ser inyectados por uno o ambos sistemas 
de secreción y cumplen distintos papeles durante la invasión y supervivencia intracelular del 
patógeno en el hospedero (Ramos-Morales, 2012). 

 

Por ejemplo, SopB reduce los niveles de lípidos de carga negativa de la superficie de la 

SCV, provocando la disociación de proteínas del tráfico endocítico de la vacuola 

(Bakowski et al., 2010). Por su parte, SipA promueve la estabilización de la F-actina en 

la vacuola (Brawn et al., 2007). Los efectores del T3SS-2 SifA, PipB2, SseF, SseG, SpvB, 
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SteA, SopD2 y SseJ participan en la biogénesis y el movimiento de la SCV dentro de la 

célula hospedera y en la dinámica de los SIFs (Stein et al., 1996; Guy et al., 2000; 

Brumell et al., 2002; Ruiz-Albert et al., 2002; Knodler y Steele-Mortimer, 2003; 

Birmingham et al., 2005; Ohlson et al., 2008; Schroeder et al., 2010; Domingues et al., 

2014). Colectivamente, cada uno de estos efectores contribuye en uno o más de los 

siguientes procesos para establecer a la SCV como un nicho replicativo para Salmonella: 

biogénesis de los SIFs, posicionamiento perinuclear de la SCV, mantenimiento de la 

estabilidad y modificación de la membrana de la SCV y/o reclutamiento y regulación 

de la actividad de motores microtubulares (Figueira y Holden, 2012; van der Heijden y 

Finlay, 2012; LaRock et al., 2015, Knuff-Kanzen et al., 2020). 

 Los motores moleculares permiten el transporte a lo largo de los microtúbulos 

y la extensión de los SIFs (Henry et al., 2006). Otros efectores modulan la membrana 

vacuolar y su contenido proteico mediante la regulación de elementos del citoesqueleto 

como microtúbulos y F-actina, los cuales se asocian a la SCV. Algunos efectores del 

T3SS-1 que persisten en la superficie de la SCV luego de la internalización de Salmonella 

contribuyen a las modificaciones lipídicas y proteicas de esta vacuola. Por ejemplo, 

SopB reduce los niveles de lípidos de carga negativa de la superficie de la SCV, 

provocando la disociación de proteínas del tráfico endocítico de la vacuola (Bakowski 

et al., 2010). Por su parte, SipA promueve la estabilización de la F-actina en la vacuola 

(Brawn et al., 2007). Los efectores del T3SS-2 SifA, PipB2, SseF, SseG, SpvB, SteA, 

SopD2 y SseJ participan en la biogénesis y el movimiento de la SCV dentro de la célula 

hospedera y en la dinámica de los SIFs (Stein et al., 1996; Guy et al., 2000; Brumell et 

al., 2002; Ruiz-Albert et al., 2002; Knodler y Steele-Mortimer, 2003; Birmingham et al., 
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2005; Ohlson et al., 2008; Schroeder et al., 2010; Domingues et al., 2014). 

Colectivamente, cada uno de estos efectores contribuye en uno o más de los siguientes 

procesos para establecer a la SCV como un nicho replicativo para Salmonella: 

biogénesis de los SIFs, posicionamiento perinuclear de la SCV, mantenimiento de la 

estabilidad y modificación de la membrana de la SCV y/o reclutamiento y regulación 

de la actividad de motores microtubulares (Figueira y Holden, 2012; van der Heijden y 

Finlay, 2012; LaRock et al., 2015, Knuff-Kanzen et al., 2020). 

 

Figura 4.- Vacuola contenedora de Salmonella (SCV) y filamentos inducidos por Salmonella 
(SIFs). Una vez dentro de la vacuola, Salmonella manipula diversas estructuras celulares, 
alterando el contenido lipídico y proteico de la célula hospedera mediante los efectores del 
T3SS-2. Esto genera un cambio en la morfología de los compartimentos membranosos 
intracelulares, como la generación de SIFs, que corresponden a prolongaciones membranosas 
que irradian desde la SCV. Para su formación, los efectores manipulan a los componentes 
proteicos encargados del tráfico intracelular, como los microtúbulos y los motores moleculares 
kinesina y dineína, permitiendo la prolongación de la membrana de la SCV a lo largo de los 
microtúbulos de la célula hospedera. Se cree que estas prolongaciones permitirían a la bacteria 
redireccionar el transporte endosomal, permitiendo a la bacteria acceder a nutrientes 
endocitados (LaRock et al., 2015). 
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Los SIFs son estructuras dinámicas que corresponden a prolongaciones 

membranosas que irradian desde la SCV, extendiéndose a lo largo de los microtúbulos. 

Su función aún es investigada, pero la evidencia de una atenuación de la virulencia de 

una mutante ΔsifA de S. Typhimurium, efector requerido para la formación de SIFs, 

sugiere una relación entre la formación de estas estructuras y la virulencia de la 

bacteria (Beuzon et al., 2000). Además, la formación de SIFs en células HeLa infectadas 

se relaciona con una mayor tasa de replicación intracelular de S. Typhimurium 

(Birmingham et al., 2005). Una hipótesis sobre la función de los SIFs es que permiten a 

Salmonella redireccionar el transporte vesicular del hospedero, permitiendo a la 

bacteria tener acceso a compuestos endocitados; por ejemplo, nutrientes (Liss et al., 

2017). Esto permitiría la replicación intravacuolar y la expansión de los compartimentos 

membranosos asociados a Salmonella (Kuhle et al., 2006; Perrett y Zhou, 2013; D'Costa 

et al., 2015, Liss et al., 2017). En este sentido, se han detectado vesículas del sistema 

endosomal marcadas fluorescentemente en el interior de la red de SIFs de células 

infectadas (Drecktrah et al., 2008; Rajashekar et al., 2008). 

Se ha reportado que tanto las membranas como el contenido del lumen de los 

SIFs se encuentran conectados con la SCV, permitiendo a la bacteria un acceso rápido 

al material endocitado, fenómeno dependiente del T3SS-2 (Krieger et al., 2014; Liss et 

al., 2017). También se ha reportado que S. Typhimurium es más activa 

metabólicamente cuando reside dentro de una SCV conectada a la red de SIFs que 

cuando se encuentra en una SCV sin conexión con dicha red (Liss et al., 2017). En 

conjunto, esta evidencia sugiere que S. Typhimurium manipula el sistema endocítico 

de la célula hospedera para formar la red de SIFs, utilizándolos para acceder a los 
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nutrientes y expandir su nicho replicativo. Otra hipótesis propone que la 

interconectividad de la SCV con los SIFs reduciría la exposición de la bacteria a las 

enzimas lisosomales adquiridas por la fusión de lisosomas con la SCV (Knuff y Finlay, 

2017). 

 Dentro de los efectores del T3SS-2 que modulan la dinámica de los SIFs, SseJ es 

uno de los más caracterizados. Esta proteína es codificada por el gen sseJ 

(STM14_1974), que está localizado fuera de la SPI-2. SseJ es secretada al medio de 

cultivo y translocada a través de la membrana del fagosoma mediante el T3SS-2 luego 

que la bacteria es fagocitada (Yu et al., 2010; Niemann et al., 2011; Yu et al., 2018; 

Miao y Miller, 2000). Se ha reportado que una mutante ΔsseJ de S. Typhimurium 

presenta un defecto en la replicación intracelular en macrófagos murinos (Ruiz-Albert 

et al., 2002; Freeman et al., 2003; Figueira et al., 2013) y es atenuada en ratones 

(Freeman et al., 2003; Ohlson et al., 2005), por lo que SseJ tendría un papel importante 

en la supervivencia al interior del hospedero. Este efector presenta múltiples 

actividades enzimáticas: fosfolipasa A1 (PLA1), desacilasa y 

glicerofosfolípido:colesterol aciltransferasa (GCAT). A partir de esta última actividad 

se obtienen lisofosfolípidos y ésteres de colesterol (CEs) como productos, alterando la 

composición lipídica de la célula hospedera (Ohlson et al., 2005; Lossi et al., 2008; 

Christen et al., 2009; LaRock et al., 2012, Greene et al., 2021) mediante la movilización 

de colesterol y la acumulación de lipid droplets (LDs) en el citoplasma (Ruiz-Albert et 

al., 2002; Nawabi et al., 2008; Christen et al., 2009; Greene et al., 2021). El defecto 

en la virulencia durante la infección en ratones también puede observarse al realizar 

mutaciones puntuales en los residuos conservados de una tríada catalítica (Ser151, 
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Asp247 e His384), esencial para las todas las actividades enzimáticas de SseJ. Además, 

al utilizar esta proteína purificada se ha observado reducción en la formación de CEs 

en ensayos in vitro (Ohlson et al., 2005; Christen et al., 2009). 

 Ocurrida la translocación de SseJ al citoplasma de la célula hospedera mediante 

el T3SS-2, el efector se localiza en la cara citoplasmática de la membrana de la SCV y 

luego se desplaza a través de los SIFs (Freeman et al., 2003). De forma similar, cuando 

el efector es expresado ectópicamente en células HeLa co-localiza con vesículas 

endocíticas (Ruiz-Albert et al., 2002; Ohlson et al., 2008). Por otra parte, se ha 

reportado que mutantes catalíticas de SseJ igualmente se localizan en estos 

compartimentos membranosos, evidenciando que su localización subcelular es 

independiente de su actividad enzimática (Ruiz-Albert et al., 2002; Ohlson et al., 

2005). La actividad enzimática de SseJ es responsable de la agregación y formación de 

estructuras membranosas que contienen LAMP-1 en células HeLa transfectadas que 

producen SseJ (Ruiz-Albert et al., 2002; Ohlson et al., 2008), por lo que este efector 

estaría implicado en la agregación de vesículas. Además de eso, mediante el uso de 

sondas fluorescentes se ha evidenciado la acumulación de CEs en el citoplasma de 

células transfectadas que producen SseJ o infectadas con S. Typhimurium (Nawabi et 

al., 2008; Christen et al., 2009, Greene et al., 2021). Al parecer, la acumulación de 

CEs asociado a las LDs en el citoplasma se debe a la modificación del contenido de 

colesterol y fosfolípidos en las membranas, contribuyendo a los cambios morfológicos 

de los organelos membranosos, tales como el aparato de Golgi y el sistema endosomal 

(Christen et al., 2009). 



14 

 Estudios más recientes han reportado que SseJ recluta a la proteína del 

hospedero OSBP1 a la SCV (Kolodziejek et al., 2019). OSBP1 es un transportador lipídico 

que media el intercambio de esteroles con fosfdatilidinositol 4-fosfato (PI4P) entre el 

complejo de Golgi y el retículo endoplasmático, siendo de vital importancia para el 

intercambio lipídico entre los compartimentos membranosos intracelulares. El 

silenciamiento de OSBP1 durante la infección de células HeLa con Salmonella induce la 

pérdida de la integridad de la membrana de la SCV, produciendo la liberación de la 

bacteria al citoplasma de la célula hospedera. Esto evidencia el rol crucial de esta 

proteína para la estabilización de la SCV, por lo que se cree que OSBP1 podría proveer 

los lípidos necesarios para dicha estabilización (Kolodziejek et al., 2019). Por otra 

parte, también se ha analizado el rol de SseJ en la interferencia de otras vías del 

hospedero asociadas con el transporte de lípidos. Se reportó que SseJ se relaciona con 

la disminución de los niveles del transcrito de Abca1 en macrófagos (Greene et al., 

2021). ABCA1 es un transportador de lípidos que media la translocación de fosfolípidos 

y colesterol desde el citoplasma al medio extracelular mediante la transferencia de 

dichos lípidos a las apolipoproteínas durante la síntesis de HDL, por lo que la 

disminución de este transportador tendría como consecuencia un aumento del 

colesterol intracelular. Por esta razón, se cree que el mecanismo mediante el cual SseJ 

induce la acumulación de colesterol es mediante la supresión del transportador ABCA1. 

Además, este incremento de colesterol en el citoplasma se relaciona con el aumento 

de la supervivencia intracelular durante la infección de Salmonella, evidenciando el 

importante rol que tiene la manipulación del contenido lipídico del hospedero por parte 

de la bacteria (Greene et al., 2021). Estos estudios dan luces sobre los mecanismos 

utilizados por SseJ para la manipulación de los lípidos del hospedero y de la importancia 
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de esta manipulación durante la infección. A pesar de esto, se desconoce el mecanismo 

por el cual los lípidos modificados inducen cambios en las membranas, así como la 

alteración del ambiente de los lípidos y el subsecuente reclutamiento de otras proteínas 

a las fracciones lipídicas modificadas. 

 SseJ coopera con SifA, otro efector del T3SS-2, en la regulación de la dinámica 

de los compartimentos endosomales asociados a Salmonella (Ruiz-Albert et al. 2002). 

Se ha reportado que SifA se localiza en los fagosomas y que es requerido en la formación 

de SIFs durante la infección de Salmonella (Stein et al., 1996; Brumell et al., 2002). 

Durante la infección de células HEp-2 y macrófagos RAW264.7 con una mutante ΔsifA 

de S. Typhimurium, la bacteria escapa al citosol y entra en un estado hipereplicativo 

debido a la ruptura de la membrana de la SCV, aunque la presencia de una deleción 

del gen sseJ o de una mutación en la tríada catalítica de esta proteína contrarresta el 

fenotipo hipereplicativo y la bacteria permanece dentro de la SCV. Esta evidencia 

sugiere que la pérdida de la integridad de la membrana debido a la ausencia de SifA es 

dependiente de la actividad enzimática de SseJ y que ambas proteínas participan en la 

modificación de la membrana de la SCV (Ruiz-Albert et al., 2002; Ohlson et al., 2005). 

Se podría hipotetizar que la actividad de SseJ cambia las propiedades fisicoquímicas de 

la membrana de la SCV (por ejemplo, su fluidez), permitiendo la disociación de la SCV 

de la red microtubular, interacción necesaria para la estabilidad de este 

compartimento. Se ha reportado que SifA interacciona específicamente con la proteína 

hospedera SKIP (Ohlson et al., 2008). Esta interacción permite la unión eficiente de la 

SCV a la red de microtúbulos. Adicionalmente, SifA interacciona preferencialmente con 

RhoA-GDP (Ohlson et al., 2008). La co-expresión de SifA y SseJ en células HeLa induce 
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la formación de estructuras tubulares positivas para LAMP-1, similares a los SIFs 

inducidos por la infección con Salmonella. En consecuencia, el modelo actual indica 

que los efectores SifA y SseJ cooperan en un complejo proteico junto con SKIP y RhoA 

para promover la formación de SIFs mediante el movimiento de las extensiones 

membranosas a lo largo de los microtúbulos (Ohlson et al., 2008). Basado en estos 

resultados, es también tentador especular que estos efectores del T3SS-2 existen en un 

complejo multiproteico que provoca cambios morfológicos en la célula hospedera 

(Kolodziejek y Miller, 2015, Knuff-Janzen et al., 2020). 

 Por otra parte, el efector SseJ se relaciona con un defecto en el tráfico 

intracelular en levaduras, además de la desestabilización de la red microtubular y la 

redistribución de organelos endocíticos y lisosomas en células J7744.2 (Raines et al., 

2017). El efecto de la expresión de este efector en células NRK (Normal Rat Kidney) 

incluye la redistribución de TGN8 (marcador de trans-Golgi) y la agregación de LGP120 

(glicoproteína de la membrana lisosomal), además de la desestabilización de los 

microtúbulos. Es conocido que la redistribución de estos marcadores y, por lo tanto, de 

los organelos correspondientes, ocurre cuando existe alguna perturbación de la red 

microtubular (Matteoni y Kreis, 1987). Este efecto producido por SseJ presenta un 

fenotipo similar al que produce la adición de un inhibidor de la polimerización de 

α-tubulina (nocodazol), indicando que existe una perturbación en la red microtubular. 

También se ha observado una alteración similar en células NRK que expresan SseJ o la 

mutante catalítica de SseJ, evidenciado mediante la inmunodetección de α-tubulina 

acoplada a microscopía confocal. Este resultado indica que dicha alteración es 

independiente de las actividades enzimáticas de SseJ. Por otra parte, también se 
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observa un efecto sobre la organización de la red microtubular en co-cultivos de la 

línea celular de macrófagos murinos J774.2 y la cepa 12023 de S. Typhimurium (Raines 

et al., 2017). A pesar de esto, el mecanismo por el cual este efector altera los 

microtúbulos es desconocido. 

1.3.- Interacción de Salmonella con protozoos 

 Si bien Salmonella es un patógeno intracelular facultativo, destina una parte 

importante de su ciclo de vida en el medio ambiente, conviviendo con todo tipo de 

organismos. Algunos de ellos, como los protozoos, son depredadores que se alimentan 

de bacterias mediante fagocitosis. Por esto, muchas bacterias han evolucionado 

generando mecanismos para evitar ser depredadas y sobrevivir dentro de estos 

organismos, protegiéndose de condiciones adversas del medio ambiente. Como 

consecuencia, los protozoos actuarían como reservorios y eventuales vectores de 

transmisión de bacterias patógenas, entre ellas Salmonella. El primer reporte de la 

interacción entre un protozoo y una bacteria data del año 1980, cuando se describió 

que Legionella pneumophila sobrevive y se replica al interior de la ameba 

Acanthamoeba polyphaga (Rowbotham, 1980). Con posterioridad, se comenzó a 

describir la interacción entre esta bacteria y protozoos. Se descubrió, que 

L. pneumophila utiliza un repertorio de genes similar para sobrevivir intracelularmente 

en Acanthamoeba castellanii y macrófagos humanos (Segal y Shuman, 1999), denotando 

la importancia de la determinación de los mecanismos moleculares utilizados por los 

patógenos para relacionarse con los protozoos. Luego, se continuó caracterizando esta 

interacción en otros modelos y se estableció que bacterias como Escherichia coli, 

Mycobacterium avium, Chlamydia pneumonia, Listeria monocytogenes, Burkholderia 
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cepacia y Pseudomonas aeruginosa, entre otras, presentan la capacidad de sobrevivir 

y replicarse al interior de protozoos de los géneros Acanthamoeba y Tetrahymena (Ly 

y Muller, 1990; Essig et al., 1997; Barker et al., 1999; Cirillo et al., 1999; Marolda et 

al., 1999). Se cree que los protozoos servirían como reservorios o vectores de 

transmisión de bacterias patógenas a humanos u otros animales, actuando como 

“caballos de Troya” (Lorenzo-Morales et al., 2007; Thomas y Greub, 2010; Anacarso et 

al., 2012; Mella et al. 2016), además de ser “cunas evolutivas” que permitirían el 

desarrollo de nuevos mecanismos de virulencia por parte de las bacterias, por lo que 

son importantes para la adaptación de las éstas al interior de organismos eucarióticos 

superiores. Esto último podría explicar la adaptación que le permitiría a algunas 

bacterias sobrevivir en macrófagos (Harb et al., 2000; Albert-Weissenberger et al., 

2007; Huws et al., 2008; Kebbi-Beghdadi y Greub, 2014) o el hecho que L. pneumophila 

recuperadas desde Acanthamoeba castellanii posean una mayor virulencia en ratones 

(Cirillo et al., 1999). 

 La investigación de la interacción Salmonella-protozoos comenzó cuando se 

reportó que S. Typhimurium es capaz de sobrevivir y replicarse dentro de vesículas 

contráctiles al interior de Acanthamoeba polyphaga (Gaze et al., 2003). Esta 

observación sugiere que la supervivencia de Salmonella dentro de protozoos 

ambientales podría ser de vital importancia durante el ciclo de vida de la bacteria en 

el medio ambiente. Posteriormente, distintos estudios han establecido que algunos 

serovares de Salmonella tienen la capacidad de sobrevivir en distintas especies de 

protozoos de los géneros Acanthamoeba, Naegleria, Tetramitus, Hartmanella y 

Tetrahymena (Tezcan-Merdol et al., 2004; Wildschutte et al., 2004; Brandl et al., 2005; 
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Wildschutte y Lawrence, 2007; Bleasdale et al., 2009; Feng et al., 2009; Rehfuss et al., 

2011). Por ejemplo, S.  enterica serovar Thompson escapa de la depredación de 

protozoos de la especie Tetrahymena mediante su compartimentalización dentro del 

citoplasma hospedero, protegiendo a la bacteria de agentes tóxicos como el hipoclorito 

(Brandl et al., 2005). S. Dublin puede replicarse al interior de A. rhysodes, fenómeno 

dependiente del plasmidio de virulencia de Salmonella (SVP) y de HilA, factor 

transcripcional que regula la expresión de la SPI-1 (Tezcan-Merdol et al., 2004). Por 

otra parte, también se ha reportado que algunos protozoos depredadores como 

Naelgeria y Acanthamoeba tienen la capacidad de distinguir y preferir algunos 

serovares de Salmonella a través del reconocimiento de su antígeno-O (Wildschutte et 

al., 2004). También se ha reportado que S. enterica serovar Thompson sobrevive al 

interior de Tetrahymena pyriformis y en ciliados del género Glaucoma (Gourabathini 

et al., 2008). 

 Con respecto a los T3SS y a sus efectores, un estudio determinó el aporte de 

SPI-1, SPI-2 y el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ (el cual regula la expresión 

de SPI-2 y otros genes de virulencia) en la supervivencia de S. Typhimurium en 

A. polyphaga. Los resultados indican que la bacteria requiere a PhoP/PhoQ y a la SPI-2 

para su supervivencia, no así a la SPI-1 (Bleasdale et al., 2009). También se evidenció 

que la transcripción de los genes sipC y sseC (codificados en SPI-1 y SPI-2, 

respectivamente) es activada luego de la infección de A. polyphaga con 

S. Typhimurium. Bajo las mismas condiciones de infección, se observó un aumento 

radical en la transcripción de sseC pasadas 4 h de infección. Esto indica que la proteína 

codificada en este gen estaría implicada en la supervivencia intracelular de 
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S. Typhimurium en A. polyphaga (Bleasdale et al., 2009). De la misma forma, los genes 

sifB y sopB, entre otros genes importantes para la biogénesis de la SCV, se inducen 

durante la infección de Tetrahymena con S. Typhimurium (Rehfuss et al., 2011). Estos 

descubrimientos sugieren que Salmonella utiliza un repertorio de genes similar para 

infectar hospederos animales y protistas, aunque aún falta esclarecer los mecanismos 

moleculares por los cuales Salmonella y otras bacterias sobreviven al interior de 

protozoos, además del rol que tendrían los efectores secretados por T3SS-1 y T3SS-2. 

1.4.- Dictyostelium discoideum: un nuevo modelo de estudio para la interacción 

bacteria-protozoo 

 La ameba social Dictyostelium discoideum ha sido utilizada durante décadas 

como organismo modelo para la caracterización de procesos celulares llevados a cabo 

por células eucariontes, tales como la fagocitosis, motilidad celular, quimiotaxia y vías 

de transducción de señales (Duhon y Cardelli, 2002; Bozzaro y Eichinger, 2011). Este 

organismo habita en suelos de áreas boscosas, donde se desarrolla en estado unicelular 

si es que existe disponibilidad de bacterias para alimentarse. Frente a la escasez de 

alimentos, las amebas en estado unicelular comienzan a agregarse y a diferenciarse en 

distintos tejidos, conformando un organismo pluricelular (Eichinger, 2003). En años más 

recientes, D. discoideum ha sido utilizado como modelo para el estudio de la 

interacción patógeno-hospedero con diversas bacterias patógenas (Steinert, 2011). Su 

uso como modelo se debe a que el cultivo de Dictyostelium en el laboratorio resulta 

relativamente sencillo y a que este organismo es idóneo para estudios mediante 

técnicas de biología celular, genética y bioquímica. Además, su genoma se encuentra 

secuenciado y disponible para la investigación (Bozzaro y Eichinger, 2011). También 
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existe la base de datos dictyBase (http://dictybase.org), donde se encuentra 

información general sobre Dictyostelium, como su genoma, rutas metabólicas y 

protocolos, además de una gran variedad de recursos y cepas disponibles para la 

comunidad científica. 

 Entre los primeros estudios que se realizaron para caracterizar la interacción de 

Salmonella con D. discoideum, se reportó que S. Typhimurium no era capaz de 

sobrevivir al interior de la ameba luego de ser fagocitada (Skriwan et al., 2002). 

Posteriormente, se observó que mutaciones en genes fundamentales para la autofagia 

en D. discoideum permitían la supervivencia de S. Typhimurium en la ameba, 

evidenciando que la supervivencia de esta bacteria está condicionada por la vía 

autofágica de esta ameba (Jia et al., 2009). Tiempo después, se determinó que 

S. Typhimurium altera el desarrollo social de D. discoideum, impidiendo la formación 

de cuerpos fructíferos, mediante un mecanismo dependiente del T3SS-2 (Sillo et al., 

2011). Además, se reportó que S. Typhimurium sobrevive al interior de la ameba 

durante al menos 6 h (Frederiksen y Leisner, 2015). uno de los aportes que ha realizado 

nuestro grupo de investigación en la comprensión de la interacción de D. discoideum 

con S. Typhimurium es la determinación de la residencia de la bacteria dentro de 

estructuras vacuolares al interior de la ameba luego de su internalización (Valenzuela 

et al., 2020) y el requerimiento de T3SS-1 y T3SS-2 para permitir la supervivencia 

intracelular del patógeno en esta ameba (Riquelme et al., 2016). Recientemente, 

nuestro grupo evaluó la importancia de distintos efectores de los T3SS en la 

supervivencia de S. Typhimurium en D. discoideum, siendo relevantes los efectores 

SopB, SopF y SipA, secretados por el T3SS-1, y los efectores SifA, SseG y SseF, 
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secretados por el T3SS-2 (Valenzuela et al., 2020; Vera, 2020; Ortega, 2021). Esto 

evidencia que tanto los T3SS como sus efectores cumplen un papel fundamental en la 

evasión de la fagocitosis y la supervivencia intracelular de Salmonella en 

D. discoideum. 

 Teniendo en cuenta los antecedentes presentados, el trabajo propuesto tuvo 

como objetivo investigar el papel del efector SseJ, tanto en la supervivencia de 

S. Typhimurium dentro de la ameba D. discoideum, así como la caracterización de la 

secreción de este efector al citoplasma de la ameba. Se espera que los datos obtenidos 

a partir de esta tesis permitan una mayor comprensión de los factores que permiten la 

supervivencia de Salmonela en D. discoideum. Esto contribuiría al entendimiento de la 

interacción patógeno-hospedero en amebas, permitiendo un eventual desarrollo de 

nuevas estrategias para el control de infecciones producidas por Salmonella y otras 

bacterias de importancia en la salud pública. 
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2.- HIPÓTESIS 

“El efector SseJ de Salmonella Typhimurium es producido y translocado al 

citoplasma de Dictyostelium discoideum y es requerido para la supervivencia 

intracelular de la bacteria en esta ameba”. 

 

3.- OBJETIVO GENERAL 

Determinar si el efector SseJ de Salmonella Typhimurium es producido y translocado al 

citoplasma de Dictyostelium discoideum y si es requerido para la supervivencia 

intracelular de la bacteria en esta ameba. 

 

4.- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar si el efector SseJ de Salmonella Typhimurium es producido al interior 

de Dictyostelium discoideum. 

2. Determinar si el efector SseJ de Salmonella Typhimurium es translocado al 

citoplasma de Dictyostelium discoideum. 

3. Determinar si el efector SseJ es requerido para la supervivencia intracelular de 

Salmonella Typhimurium en Dictyostelium discoideum. 
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5.- MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1.- Reactivos 

 A continuación, se listan los proveedores y los insumos adquiridos para el 

desarrollo de esta tesis. 

• Abcam (MA, EEUU): anticuerpo primario anti-DnaK ([8E2/2] ab69617). 

• Bio-Rad, Inc (CA, EEUU): solución 40% acrilamida/bis-acrilamida, Laemmli 

Sample Buffer 4x, buffer tris/glicina 10x, sistema de electroforesis en geles 

“Mini-Protean III”, sistema de transferencia “Mini Trans-Blot”, electroporador 

“E. coli Pulser”. 

• Biotium (CA, EEUU): GelRed. 

• Becton, Dickinson and Company (MD, EEUU): Bacto agar. 

• Cell Signaling Technology, Inc (MA, EEUU): anticuerpo secundario anti-IgG de 

ratón conjugado con peroxidasa de rábano (HRP). 

• Corning (NY, EEUU): PBS 1x, botellas de cultivo celular T25, botellas de cultivo 

celular T50, sistema de filtrado al vacío. 

• Difco Laboratories (MI, EEUU): triptona, extracto de levadura, casaminoácidos  

• Gibco (NY, CA): azul de tripán. 

• IDT (IO, EEUU): Oligonucleótidos partidores para PCR. 

• Invitrogen Life Technology (CA, EEUU): Taq DNA polimerasa, agarosa 

ultrapura. 

• Merck (NJ, EEUU): Cloruro de sodio (NaCl), sulfato de magnesio heptahidratado 

(MgSO4x7H2O), glucosa, cloroformo (CHCl3), cloruro de potasio (KCl), cloruro de 

magnesio hexahidratado (MgCl2×6H2O), glicerol, ácido clorhídrico fumante 
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(HCl), isopropanol, ácido acético glacial (CH3COOH), hidróxido de sodio (NaOH), 

EtOH (CH3CH2OH), fosfato monoácido de potasio trihidratado (K2HPO4×3H2O), 

fosfato diácido de potasio (KH2PO4), fosfato monoácido de sodio (Na2HPO4), 

sulfato de amonio ((NH4)2SO4), MetOH (CH3OH), acetona (CH3COCH3), 

N,N,N’,N’-Tetrametiletilenamida (Temed), Triton X-100, solución 

amortiguadora TAE 50x y filtros Millipore de 0,22 μm y de 0,025 μm. 

• New England Biolabs (MA, EEUU): estándar de peso molecular de DNA de 1 Kb 

para electroforesis de ácidos nucleicos en geles de agarosa, enzimas de 

restricción XhoI y XbaI, Gel Loading Dye 6x. 

• Promega (MA, EEUU): “Go Taq Green Master Mix”, desoxinucleótidos trifosfato 

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) para PCR, LigaFast Rapid DNA Ligation System, 

pGEM-T Easy Vector Systems. 

• Qiagen (CA, EEUU): sistema de purificación de productos de PCR “QIAquick PCR 

purification”, sistema de extracción de DNA plasmidial “QIAprep Spin 

Miniprep”, sistemas de extracción de DNA plasmidial “Qiagen Plasmid Maxi Kit” 

y “QIAprep Spin Miniprep Kit” y sistema de extracción desde geles de agarosa 

“QIAquick Gel Extraction Kit”. 

• Santa Cruz Biotechnology, Inc (CO, EEUU): anticuerpo primario anti-CyaA’ (sc-

13582). 

• Sigma-Aldrich Co. (MA, EEUU): Kanamicina, ampicilina, gentamicina, 

estreptomicina, cloranfenicol, L-arabinosa, BSA, persulfato de amonio (APS), 

ácido tricloroacético (TCA), ácido 2-(N-morfolino)etanosulfonico (MES), 

β-mercaptoetanol, Tween-20 y sistema para extracción de DNA genómico 

“GenElute Bacterial Genomic DNA Kit”. 
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• US Biological (MA, EEUU): isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG). 

• Thermo Scientific (MA, EEUU): estándar de peso molecular de proteínas 

PageRuler, Coomassie Brilliant Blue G-250 y reactivo para revelado “Supersignal 

West-Femto”. 

 

5.2.- Cepas bacterianas 

 Las cepas bacterianas utilizadas en esta tesis se indican en la Tabla 1. 

Tabla 1.- Cepas bacterianas utilizadas en esta tesis 

Salmonella enterica serovar Typhimurium 

Cepa Genotipo Fuente 

14028s Cepa silvestre virulenta 
Cepario 
laboratorio 

ΔsseJ ΔsseJ::Kan Este trabajo 

ΔaroA ΔaroA::Kan 
Cepario 
laboratorio 

ΔinvA ΔinvA::Kan 
Cepario 
laboratorio 

ΔssaD ΔssaD::Kan 
Cepario 
laboratorio 

pMMB207::pphB-cyaA’ pMMB207::pphB-cyaA’ 
Cepario 
laboratorio 

pMMB207::sseJ-cyaA’ pMMB207::sseJ-cyaA’ Este trabajo 

ΔinvA/pMMB207::sseJ-cyaA’ ΔinvA::Kan / pMMB207::sseJ-cyaA’ Este trabajo 

ΔssaD/pMMB207::sseJ-cyaA’ ΔssaD::Kan / pMMB207::sseJ-cyaA’ Este trabajo 

sseJ_cyaA’-Kan sseJ::cyaA’-Kan 
Cepario 
laboratorio 

sseJ_cyaA’-FRT sseJ::cyaA’-FRT Este trabajo 

ΔinvA sseJ_cyaA’-FRT ΔinvA/sseJ::cyaA’-FRT Este trabajo 

ΔssaD sseJ_cyaA’-FRT ΔssaD/sseJ::cyaA’-FRT Este trabajo 

Escherichia coli  

Cepa Genotipo Fuente 

DH5α/pGEM-T::sseJ Cepa DH5α transformada con pGEM-T::sseJ Este trabajo 

TOP10/pMMB207::pphB-cyaA’ 
Cepa TOP10 transformada con 
pMMB207::pphB-cyaA’ 

Cepario 
laboratorio 

DH5α/pMMB207::sseJ-cyaA’ 
Cepa DH5α transformada con 
pMMB207::sseJ-cyaA’ 

Este trabajo 

Klebsiella pneumoniae 

Cepa Genotipo Fuente 

DBS0305928 Cepa silvestre DictyBase 
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5.3.- Plasmidios 

 Los plasmidios utilizados en esta tesis se muestran en la Tabla 2. 

Tabla 2.- Listado de plasmidios utilizados en esta tesis 

Plasmidio Descripción Origen 

pGEM®-T Easy AmpR Invitrogen 

pGEM-T::sseJ AmpR Este trabajo 

pMMB207::pphB-cyaA’ CamR Stock laboratorio 

pMMB207::sseJ-cyaA’ CamR Este trabajo 

pKD46 
bla PBAD gam bet exo oriRpSC101, AmpR (GenBank 
AY048746) 

Datsenko y 
Wanner, 2000 

pCLF4 
bla FRT aph FRT PS1 PS2 oriR6Kγ, AmpR, KanR, PT7 
(GenBank EU629214) 

Santiviago et al., 
2009 

pCyaA’-Kan 
bla PC1 cyaA’ FRT aph FRT PC2 oriR6Kγ, AmpR, 

KanR, PT7 

Fernández et al., 
2021 

pCP20 bla cat cl857 lPR flp, oriRpSC101, AmpR, CamR Datsenko y 
Wanner, 2000 

5.4.- Partidores 

 Los oligonucleótidos partidores utilizados en esta tesis se presentan en la 

Tabla 3. 

Tabla 3.- Listado de oligonucleótidos partidores utilizados en esta tesis 

Partidores Secuencia (5’→3’) 

sseJ_out5 CTCACGCCAGCACACTAAAA 

sseJ_out3 ATCGGCAGCAAAGATAGCAT 

sseJ_H1+P1 GGAGGACACTATGCCATTGAGTGTTGGACAGGGTTATTTCGTGCAGGCTGGAGCTGCTTC 

sseJ_H2+P2 CGATGGAACTTTATTCAGTGGAATAATGATGAGCTATAAACATATGAATATCCTCCTTAG 

sseJ_CyaA_XbaI GCTCTAGAAATAAAGTAAGGAGGACACTATGCCATTGAGTGTTGGACA 

sseJ_CyaA_XhoI CCGCTCGAGTTCAGTGGAATAATGATGAGCTATAAAACTTTCTAACATT 

invA_out5 TGAGGGTTCGCTATTAACCG 

invA_out3 TGGCAATGCAAATAAATCCA 

ssaD_out5 CGGTGGTGCTAGTGGTTTTT 

ssaD_out3 GATATTGCTGCGGATCCTGT 

pMMB207_Fw TGGAATTGTGAGCGGATAAC 

pMMB207_Rv TTCTCTCATCCGCCAAAACA 

Sp6 ATTTAGGTGACACTATAG 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 
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5.5.- Medios y condiciones de cultivo bacteriano 

 El cultivo rutinario de las cepas bacterianas se realizó en caldo Luria Bertani 

(LB, 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCl) a 37°C con agitación. El 

medio de cultivo fue suplementado con Kanamicina (Kan, 75 µg/mL), ampicilina (Amp, 

100 µg/mL) o cloranfenicol (Cam, 20 µg/mL) cuando fue requerido. El caldo LB se 

suplementó con Bacto agar (15 g/L) para la preparación de medios de cultivo sólido. 

5.6.- Cepas, medios y condiciones de cultivo de D. discoideum  

En este trabajo se utilizó como cepa silvestre la línea celular axénica AX4 

(DBS0302402) de D. discoideum, obtenida desde el Dicty Stock Center. 

 Las cepas de D. discoideum se cultivaron inicialmente a 23°C sobre un césped 

de K. pneumoniae DBS0305928 sembrado en placas de agar SM (10 g/L glucosa, 10 g/L 

de peptona, 1 g/L de extracto de levadura, 1 g/L de MgSO4x7H2O, 1,9 g/L de KH2PO4, 

0,6 g/L de K2HPO4, 20 g/L de Bacto agar, pH 6,4) y tratado con radiación UV durante 

10 min. Luego se tomaron amebas obtenidas a partir de las placas de fagocitosis 

encontradas en el agar SM y se cultivaron en condiciones axénicas con agitación a 23°C 

en medio líquido HL5 (14 g/L de triptona, 7 g/L de extracto de levadura, 0,35 g/L de 

Na2HPO4, 1,2 g/L de KH2PO4, pH 6,3) suplementado con glucosa (14 g/L), Str 

(300 μg/mL) y Amp (100 μg/mL). A partir del primer subcultivo, las amebas se 

cultivaron en medio HL5 suplementado con glucosa y Amp (100 μg/mL). 

Alternativamente, las amebas tomadas desde las placas de fagocitosis fueron cultivadas 

en las mismas condiciones, pero sin agitación. La viabilidad de las amebas se determinó 

mediante tinción con azul de tripán y posterior recuento en cámara de Neubauer. Todos 

los subcultivos se realizaron con células en fase exponencial temprana 
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(1-2 × 106 células/mL) o habiendo alcanzado una confluencia de 95-100%. Para los 

ensayos de translocación y supervivencia siempre se utilizaron células provenientes del 

3er al 6to subcultivo. 

5.7.- Construcción de fusiones génicas plasmidiales a reportero CyaA’ 

 Para evaluar la secreción del efector SseJ en cultivos in vitro, se generó una 

cepa de S. Typhimurium 14028s portadora del plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’, el cual 

permite la expresión de una proteína de fusión que se compone del efector SseJ y el 

dominio catalítico de CyaA, toxina de Bordetella pertussis que exhibe actividad 

adenilato ciclasa en presencia de calmodulina. Debido a que calmodulina es una 

proteína presente exclusivamente en el citoplasma de células eucariontes, el uso de 

este dominio puede ser útil como reportero para evaluar la translocación de una 

proteína al citoplasma de un hospedero eucarionte (Sory et al., 1995), mediante la 

cuantificación de los niveles de AMPc, que resultan de su actividad adenilato ciclasa. 

Adicionalmente, este dominio puede ser detectado mediante western blot. 

5.7.1.- Extracción de DNA genómico 

 La extracción del DNA genómico (gDNA) de S. Typhimurium 14028s se llevó a 

cabo empleando el sistema comercial “GenElute Bacterial Genomic DNA Kit”, de 

acuerdo con el protocolo del fabricante. Las bacterias se cultivaron en medio LB a 37°C 

con agitación durante al menos 12 h. La elución final del DNA realizó con 50 μL de H2O 

libre de nucleasas y luego se almacenó una fracción a -20°C y otra a 4°C hasta su uso. 
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5.7.2.- Obtención de productos de PCR del gen sseJ 

 Para este fin se amplificó el marco de lectura del gen sseJ desde el gDNA de 

S. Typhimurium utilizando los partidores sseJ_CyaA_XbaI y sseJ_CyaA_XhoI, con los 

cuales se introdujeron sitios de restricción para las enzimas XhoI y XbaI. Para generar 

la fusión traduccional a CyaA’ dentro del marco de lectura, el partidor sseJ_CyaA_XhoI 

presenta complementaridad de bases con la región inmediatamente río arriba del codón 

de término del gen sseJ. La amplificación se realizó en las condiciones descritas a 

continuación: 

Reactivo 
Volumen 

(µL) 
Concentración final 

H2O libre de nucleasas 39 - 

Buffer Taq (10x) 5 1x 

MgCl2 (50 mM) 1,5 1,5 mM 

sseJ_CyaA_5’ (10 µM) 1 0,2 µM 

sseJ_CyaA_3’ (10 µM) 1 0,2 µM 

dNTPs (10 mM) 1 0,2 mM 

gDNA (2,4 µg/mL) 1 48 ng/mL 

Taq Polimerasa (5 U/µL) 0,5  

Volumen final 50 µL  

5.7.3.- Electroforesis de DNA en geles de agarosa 

 Previo a la corrida electroforética, el producto de PCR se mezcló con tampón 

de carga para ácidos nucleicos 4x. Luego, el amplicón se analizó mediante 

electroforesis en geles de agarosa al 1% en solución amortiguadora TAE 1x y la corrida 

electroforética se efectuó a 100 V durante 30 min. EL gel se tiñó con GelRed, se 

visualizó en un transiluminador UV y se tomó una foto de los resultados con el sistema 

de fotodocumentación “microDOC”. Luego de la confirmación de la obtención de los 

productos de PCR esperados, se purificaron mediante el sistema comercial “QIAquick 

PCR Purification Kit”, de acuerdo con las indicaciones del fabricante. 

Programa de PCR 

Temperatura Tiempo Ciclos 

93°C 5 min  

95°C 30 seg 

30 
60°C 30 seg 

72°C 
2 min  
10 s 

72°C  10 min  

20°C ∞  
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5.7.4.- Clonamiento en vector comercial pGEM-T Easy 

 El fragmento obtenido se insertó en el vector comercial pGEM-T Easy, utilizando 

los reactivos proveídos por el fabricante y la siguiente composición de la reacción: 

Reactivo Volumen (µL) 

2x Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 7,5 

pGEM®-T Easy Vector (50 ng/µL) 1 

Producto de PCR purificado 5 

DNA ligasa del fago T4 (3 U Weiss/µL) 1 

H2O libre de nucleasas 0,5 

Volumen final 15 

 La reacción se dejó a temperatura ambiente durante aproximadamente 16 h. 

Posteriormente se incubó a 65°C durante 10 min para inactivar a la enzima. 

5.7.5.- Obtención de E. coli DH5α electrocompetentes y transformación con el 

plasmidio pGEM-T::sseJ 

 Previo a la transformación, los productos de ligación se dializaron en agua libre 

de nucleasas usando una membrana con poros de 0,025 µm de diámetro y se recuperó 

el volumen luego de al menos 20 min. Para la transformación del plasmidio 

pGEM-T::sseJ por electroporación, se cultivó E. coli DH5α en caldo LB a 37°C y con 

agitación durante 16 h aproximadamente. Al día siguiente se realizó una dilución de 

1:100 del cultivo en caldo LB con volumen final de 20 mL y se incubó en iguales 

condiciones hasta alcanzar una OD600nm de 0,4-0,6. Las bacterias se sedimentaron a 3240 

x g durante 10 min a 4°C, se eliminó el sobrenadante y el sedimento se resuspendió en 

15 mL de H2O libre de nucleasas fría, volviendo a centrifugar en las mismas condiciones, 

proceso que se repitió dos veces más, completando un total de 3 lavados. Luego del 

último lavado se descartó el sobrenadante por inversión, se resuspendió el sedimento 

en el líquido remanente del tubo y se recuperaron 80 µL, los cuales se mezclaron con 
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10 µL del producto de ligación dializado. La mezcla se transfirió a una cubeta de 

electroporación, se le aplicó un pulso de 1,8 KV e inmediatamente se agregó 1 mL de 

caldo LB y se incubó durante 1 hora a 37°C con agitación. Finalmente, las bacterias se 

sembraron en placas de agar LB suplementado con Amp (100 µg/mL), las que se 

incubaron durante 16 h para seleccionar las bacterias transformantes. 

5.7.6.- Confirmación de la adquisición del pGEM-T::sseJ mediante PCR de colonias 

 Para confirmar la incorporación del plasmidio en E. coli DH5α se suspendieron 

las colonias obtenidas en 100 µL de H2O libre de nucleasas, suspensión que se utilizó 

como templado para la PCR. Para la amplificación se utilizaron los partidores SP6 y T7, 

los cuales hibridan río arriba y río abajo del inserto clonado en el vector. Las 

condiciones de amplificación fueron las siguientes: 

 

 

5.7.7.- Extracción de los plasmidios 

 Con la finalidad de obtener el inserto sseJ y el esqueleto del pMMB207::cyaA’, 

los plasmidios pGEM-T::sseJ y pMMB207::pphB-cyaA´ se purificaron a partir de su cepa 

Programa de PCR 

Temperatura Tiempo Ciclos 

95°C 10 min  

95°C 30 seg  
30 50°C 30 seg 

72°C 2 min 

72°C  10 min  

12°C ∞  

Reactivo Volumen (µL) 
Concentración 

final 

H2O libre de nucleasas 11 - 

Buffer Taq (5x) 4 1x 

MgCl2 (25 mM) 1,6 2 mM 

SP6 (10 µM) 0,4 0,2 µM 

T7 (10 µM) 0,4 0,2 µM 

dNTPs (10 mM) 0,4 0,2 mM 

gDNA (2,4 µg/mL) 2 240 ng/mL 

GoTaq Polimerasa (5 U/µL) 0,2  

Volumen final 20 µL  
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portadora utilizando el sistema comercial “QIAGEN Plasmid Maxi Kit” (Maxiprep), según 

las instrucciones del fabricante. 

5.7.8.- Digestión mixta y purificación desde gel de agarosa preparativo para 

obtención de inserto de vector de expresión 

 Los plasmidios de interés previamente purificados fueron digeridos 

enzimáticamente utilizando las enzimas de restricción XhoI y XbaI en la misma 

reacción, utilizando la siguiente fórmula: 

 Para pGEM-T::sseJ: 

Reactivo Volumen (µL) 

Buffer CutSmart 10x 2 

pGEM-T::sseJ 5 

XhoI (20 U/µL) 1 

XbaI (20 U/µL) 1 

H2O libre de nucleasas 11 

Volumen final 20 

 

 Para pMMB207::pphB-cyaA’: 

Reactivo Volumen (µL) 

Buffer CutSmart 10x 2 

pMMB207::pphB-cyaA’ 10 

XhoI(20 U/µL) 1 

XbaI(20 U/µL) 1 

H2O libre de nucleasas 6 

Volumen final 20 

 Las reacciones se incubaron a temperatura ambiente durante 16 h 

aproximadamente y al día siguiente se detuvieron incubándolas a 65°C durante 10 min. 

Los productos de digestión fueron analizados mediante un gel de agarosa al 0,8%. Para 

la purificación del producto de digestión, se preparó un gel de agarosa preparativo al 
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1% con GelRed. Para la electroforesis, se cargó todo el volumen de cada reacción 

previamente mezclado con un volumen de tampón de carga 2x para ácidos nucleicos. 

Luego de la corrida electroforética a 100 v durante 45 min, el gel se visualizó en un 

transiluminador UV y se cortó la banda deseada con un bisturí. El DNA se extrajo desde 

el gel con el sistema comercial “QIAquick Gel Extraction Kit” y se eluyó con 50 µL de 

H2O libre de nucleasas. 

5.7.9.- Ligación a vector pMMB207::cyaA’ 

 Luego de obtener el inserto extraído desde el pGEM-T::sseJ y el esqueleto del 

pMMB207::cyaA’, se construyó el pMMB207::sseJ-cyaA’ mediante la ligación de ambas 

secuencias con la DNA ligasa del fago T4 según la siguiente reacción: 

Reactivo Volumen (µL) 

2X Rapid Ligation Buffer 20 

Plasmidio 6 

Inserto 12 

DNA ligasa del fago T4 (3 U 
Weiss/µL) 

2 

Volumen final 40 

 Las reacciones se dejaron durante 16 h a temperatura ambiente y se detuvieron 

incubándolas a 65°C durante 10 min. 

5.7.10.- Obtención de S. Typhimurium electrocompetentes y transformación con el 

plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’ 

 Para la transformación del plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’ por electroporación 

se utilizó el mismo procedimiento que en la Sección 5.7.5, con algunas modificaciones. 

En el caso de la transformación de las cepas ΔinvA y ΔssaD, el medio de cultivo LB se 

suplementó con Kan y la siembra de las bacterias obtenidas se realizó en placas de agar 

LB suplementado con Cam o Cam/Kan. 
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5.8.- Secreción de la proteína SseJ-CyaA’ expresada desde una fusión plasmidial in 

vitro mediante western blot 

 Con la finalidad de evaluar la secreción de la proteína de fusión al medio de 

cultivo, se realizaron cultivos de la cepa silvestre de S. Typhimurium 14028s y de cepas 

mutantes portadoras del plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’ que expresa la proteína de 

fusión SseJ-CyaA’: pMMB207::sseJ-cyaA’, ΔinvA/pMMB207::sseJ-cyaA’ y 

ΔssaD/pMMB207::sseJ-cyaA’. La detección de la proteína de fusión SseJ-CyaA’ se 

realizó en sobrenadantes y sedimentos de los cultivos bacterianos (Figura 5). 

5.8.1.- Preparación de muestras de lisados bacterianos para detección de proteínas 

por electroforesis 

 Se cultivaron las cepas en medio LB suplementado o no con Cam a 37°C con 

agitación durante 16 h aproximadamente. Posteriormente, de cada cultivo se 

realizaron dos diluciones 1:100 en medio LB con un volumen final de 20 mL y se 

incubaron en las mismas condiciones durante 3 h. Transcurrido el tiempo se indujo la 

expresión de la proteína de fusión en uno de los cultivos de cada cepa mediante la 

adición de IPTG (concentración final 10 µM) y se cultivaron durante dos horas más en 

las mismas condiciones. Luego, se sedimentaron las bacterias de todos los cultivos 

realizados mediante centrifugación a 3420 x g durante 30 min a 4°C y se reservaron los 

sobrenadantes. Cada sedimento fue resuspendido en 5 mL de PBS, ajustando la 

concentración hasta obtener una OD600nm = 2. El volumen calculado se centrifugó a 

18300 x g durante 3 min, se descartó el sobrenadante y el sedimento se resuspendió en 

1 mL de PBS 1x. Se tomaron 75 µL de la suspensión bacteriana y se mezclaron con 25 µL 

de tampón Laemmli 4x con β-mercaptoetanol (Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8, SDS 2%, 
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glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01% y β-mercaptoetanol 4%). Finalmente, los lisados 

se hervieron durante 10 min a 100°C y se almacenaron a -20°C hasta su uso. 

5.8.2.- Análisis mediante SDS-PAGE 

 Las proteínas presentes en las muestras de lisados bacterianos se separaron por 

su masa molecular en geles de poliacrilamida desnaturantes. Las muestras se cargaron 

en un gel de poliacrilamida (12%) para SDS-PAGE y se corrieron en tampón de corrida 

1x (glicina 1,44%, Tris 0,3%, SDS 0,1%) a 60v durante una hora, para posteriormente 

aumentar el voltaje a 120v constantes durante 4 h. Para la visualización de proteínas 

mediante tinción con azul de Coomassie se incubaron los geles a temperatura ambiente 

con agitación durante 1 hora en una solución de azul de Coomassie (1 g de Coomassie 

Brilliant Blue G-20 (Thermo) disuelta en una disolución de MetOH 50% v/v, ácido 

acético glacial 10% v/v y H2O 40% v/v). El desteñido de los geles se realizó mediante 3 

lavados con H2O destilada a temperatura ambiente con agitación durante 5 min y la 

posterior incubación de los geles en una solución de ácido acético glacial 5% v/v a 

temperatura ambiente sin agitación durante 16 h. 

5.8.3.- Inmunodetección de la proteína de fusión SseJ-CyaA’ mediante western blot 

 Con la finalidad de detectar la proteína de fusión SseJ-CyaA’ las muestras 

obtenidas se sometieron a western blot en el sistema de electroforesis en geles 

Mini-Protean III (Bio-Rad).  La transferencia se realizó mediante electrotransferencia 

húmeda en el sistema Mini Trans-Blot (Bio-Rad), a una membrana de PVDF previamente 

activada con MetOH 100% (Inmovilion-P, Millipore), en tampón de transferencia (glicina 

1,44%, Tris 0,3% y MetOH 20%) a 300 mA constantes y temperatura ambiente durante 

1,5 h. Finalizada la transferencia, la membrana se lavó durante 5 min en TBS-T 
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(Tris-Base 0,5 M, NaCl 1,5 M, Tween-20 0,1%) y se procedió al bloqueo con una solución 

de BSA 5% (Sigma-Aldrich) en TBS-T durante una hora a temperatura ambiente y con 

agitación. La membrana se lavó 3 veces con TBS-T durante 10 min a temperatura 

ambiente y con agitación. Posteriormente la membrana se incubó en el anticuerpo 

primario en dilución 1:10000 preparado en solución de bloqueo, fuera este anti-CyaA’ 

(Santa Cruz Biotechnology, Inc) o anti-DnaK (Abcam), durante toda la noche, a 4°C y 

sin agitación. Al día siguiente la membrana se lavó 3 veces con TBS-T durante 15 min a 

temperatura ambiente y se incubó con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón 

conjugado con peroxidasa de rábano (HRP, Cell Signaling Technology, Inc) en dilución 

1:20000 preparada en solución de bloqueo durante 3 h a temperatura ambiente con 

agitación. Pasado el tiempo de incubación, se lavó la membrana 3 veces con TBS-T con 

agitación durante 15 min. 

 El revelado se llevó a cabo con el sistema comercial Supersignal West-Femto 

(Pierce Biotechnology, Inc), reactivo que al ser oxidado por la HRP emite una señal 

quimioluminiscente. La membrana se incubó con 1 mL de la mezcla proveída durante 

un minuto y se utilizó el equipo Dyversity 4 para registrar la señal quimioluminiscente 

y obtener imágenes. 

5.8.4.- Preparación de muestras de sobrenadantes de cultivos bacterianos para 

western blot 

 Los sobrenadantes de cultivo almacenados (Sección 5.8.1) fueron filtrados con 

filtros con poros de 0,22 μm de tamaño de poro, Luego, se adicionó TCA (Sigma-Aldrich, 

10% final) y se incubó a 4°C durante 16 h para precipitar las proteínas. 
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Figura 5.- Ensayo de secreción del efector SseJ de Salmonella al medio de cultivo. Las cepas 
portadoras del plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’, con fondo genético silvestre y con deleciones 
en los genes invA y ssaD, se cultivaron en caldo LB durante 3 h. Se indujo la expresión de la 
proteína de fusión con IPTG y se incubaron durante 2 h más. Los cultivos se centrifugaron y se 
separó el sedimento bacteriano de los sobrenadantes. El sedimento se trató con calor para lisar 
las bacterias y permitir la liberación de las proteínas intracelulares. Los sobrenadantes se 
filtraron, las proteínas se precipitaron con TCA y concentraron con MetOH-cloroformo. 
Finalmente, las muestras obtenidas se analizaron mediante western blot. 
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 Posteriormente, se centrifugó a 3420 x g durante 30 min a 4°C y el precipitado 

se lavó 3 veces con 5 mL de con acetona fría y se dejó secar a temperatura ambiente 

por una hora aproximadamente. La muestra obtenida se sometió a extracción con 

MetOH-cloroformo mediante la resuspensión del precipitado en 500 µL de una dilución 

de MetOH 20% en H2O y se transfirió a un tubo Eppendorf, en donde se adicionó 10 µL 

de cloroformo y se agitó vigorosamente con vórtex. Se adicionaron 300 µL de H2O 

desionizada y se mezcló por inversión. La mezcla se centrifugó a 9000 x g y se descartó 

la fase acuosa (fase superior). Se adicionaron 300 µL de MetOH y se centrifugó a 

9000 x g durante 2 min. El sobrenadante se removió, el sedimento se dejó secar a 

temperatura ambiente y posteriormente se resuspendió en 40 µL de tampón Laemmli 4x 

(Figura 6). 

 

Figura 6.- Precipitación de proteínas mediante extracción MetOH-cloroformo. Las proteínas 
precipitadas con TCA 10% se sedimentaron por centrifugación y posteriormente se concentraron 
utilizando el esquema experimental de extracción MetOH-cloroformo señalado. 
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5.8.5.- Inmunodetección de la proteína de fusión SseJ-CyaA’ en sobrenadantes de 

cultivos mediante western blot 

  El análisis de las proteínas totales presentes en los sobrenadantes de los cultivos 

bacterianos se realizó como se describe en la Sección 5.8.3. 

5.9.- Generación de cepas mutantes ΔinvA y ΔssaD con fusiones génicas 

cromosomales al reportero CyaA’ 

 Con la finalidad de caracterizar la translocación del efector SseJ al citoplasma 

de D. discoideum mediante los T3SS de S. Typhimurium, se generaron cepas portadoras 

del alelo que permite la expresión de la fusión del efector SseJ a CyaA’ a partir de una 

fusión génica cromosomal. Este tipo de construcción permite la producción de la 

proteína de fusión bajo las condiciones ambientales necesarias para la expresión del 

gen silvestre. También se construyeron cepas que portan la fusión génica cromosomal 

y que adicionalmente presentan el gen invA o ssaD delecionado. Estos genes codifican 

componentes estructurales esenciales para la secreción de efectores del T3SS-1 y 

T3SS-2, respectivamente. 

5.9.1.- Eliminación del cassette de resistencia a antibiótico para la generación de 

la cepa sseJ_cyaA’-FRT 

 La cepa derivada de S. Typhimurium, sseJ_cyaA’-Kan (Fernández et al., 2021), 

la cual expresa la proteína de fusión SseJ-CyaA’, se aisló en agar LB complementado 

con Kan a 37°C. La mutante se transformó por electroporación (ver Sección 5.7.5) con 

el plasmidio termosensible pCP20 (Tabla 2) que codifica la recombinasa Flp, la cual 

escinde el cassette de resistencia a antibiótico flanqueado por los sitios FRT mediante 
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recombinación, dejando como remanente una única copia del sitio FRT en el 

cromosoma (Datsenko y Wanner, 2000, Figura 7). Las transformantes se seleccionaron 

sembrando en agar LB suplementado con Amp y se incubaron a 30°C durante 24 h. 

Posteriormente, se seleccionaron aproximadamente 30 colonias para incubación a 37°C 

(temperatura restrictiva para el plasmidio pCP20) en agar LB con y sin Kan, repitiendo 

el proceso hasta que sólo se presentara crecimiento en el medio sin antibiótico. La 

eliminación del gen de resistencia a antibiótico se comprobó mediante PCR de las 

colonias crecidas en agar LB sin antibiótico, analizando los fragmentos amplificados por 

electroforesis en geles de agarosa (ver Sección 5.7.3). Finalmente, las mutantes 

comprobadas por PCR se cultivaron sucesivamente en agar LB suplementado y no 

suplementado con Amp a 37°C, verificando la pérdida del plasmidio pCP20 al recuperar 

colonias sensibles al antibiótico 

 

Figura 7.- Esquema de la eliminación del cassette de resistencia a Kan. 

 

5.9.2.- Transducción de los alelos mutantes ΔinvA y ΔssaD al fondo genético 

sseJ::cyaA’ 

 Con el fin de generar las cepas ΔinvA/sseJ_cyaA’-FRT y ΔssaD/sseJ_cyaA’-FRT 

se movilizaron los alelos mutantes ΔinvA::Kan y ΔssaD::Kan mediante transducción 

generalizada desde el cromosoma de las cepas dadoras correspondientes al fondo 

genético sseJ::cyaA’-FRT, usando el bacteriófago P22 HT 105-1 int-201 (Maloy, 1990). 
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5.9.2.1.- Preparación de los lisados de las partículas transductoras 

 Las cepas mutantes ΔinvA::Kan y ΔssaD::Kan se cultivaron en caldo LB a 37°C 

durante 24 h. Se mezclaron 200 µL de cada cultivo bacteriano con 1 mL de caldo de 

fago P22 (100 mL de caldo LB suplementado con 100 µL de un lisado concentrado de 

fago P22 HT 105-1 int-201 y medio mínimo E y se incubaron a 37°C con agitación durante 

16 h para permitir la infección de las cepas dadoras. Para eliminar las bacterias 

remanentes, se agregó 100 μL de cloroformo y se agitó vigorosamente en vórtex, 

seguido de una centrifugación a 18300 x g durante 1 min a temperatura ambiente. Al 

sobrenadante recuperado se le agregó 50 μL de cloroformo y se almacenó como lisado 

a 4°C para su uso posterior. 

5.9.2.2.- Transducción 

 La cepa de sseJ::cyaA‘-FRT se cultivó en caldo LB a 37°C con agitación durante 

16 h. La transducción se realizó mezclando 200 μL del cultivo de la cepa receptora 

sseJ::cyaA‘-FRT con 20 μL del lisado de fago P22 obtenido a partir de las cepas 

donadoras ΔinvA::Kan o ΔssaD::Kan. La mezcla se incubó a 37°C durante 30 min sin 

agitación para permitir la adsorción de las partículas transductantes y luego se 

centrifugó a 18.300 x g. El sedimento se resuspendió en 200 μL de caldo LB fresco 

suplementado con Kan y se incubó a 37° con agitación durante 20 min. Las colonias 

transductantes se seleccionaron sembrando en agar LB suplementado con Kan e 

incubando a 37°C durante 16 h. En las mismas condiciones también se sembraron e 

incubaron los controles negativos de transducción, uno sin lisado de fago P22 (100 μL 
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del cultivo de la cepa receptora) y otro sin bacterias receptoras (10 μL del lisado P22 

más 90 μL de caldo LB). 

5.9.2.3.- Comprobación y selección de las transductantes 

 La correcta movilización del alelo mutante por transducción se comprobó 

mediante PCR de colonias (ver Sección 5.7.2) escogidas aleatoriamente entre los 

clones obtenidos utilizando los partidores sseJ_out3 y sseJ_out5. Con el propósito de 

remover la posible contaminación con partículas remanentes del fago P22, las 

transductantes comprobadas por PCR se aislaron repetidamente en agar EBU (agar LB 

suplementado con K2HPO4 2,5 g/L, azul de Evans 12,5 mg/L, uranina 25 mg/L y glucosa 

2 g/L) suplementado con Kan hasta obtener colonias sin evidencia de lisis a causa de la 

infección por el fago P22 (colonias blancas). La ausencia del fago P22 en las 

transductantes aisladas se verificó evaluando su sensibilidad al bacteriófago lítico P22 

H5 mediante un ensayo de cross streaking. En este ensayo, las colonias a analizar se 

sembraron cruzando en forma perpendicular una línea trazada con 50 μL de lisado del 

fago P22 H5 sobre la superficie de una placa de agar EBU suplementado con Kan, la 

cual fue incubada a 37°C durante 16 h. Finalmente, se seleccionaron y respaldaron 

aquellas transductantes libres de fago P22, las que fueron identificadas al resultar 

interrumpido su crecimiento en presencia del fago P22 H5. 

5.10.- Comprobación de la producción de la proteína de fusión SseJ-CyaA’ en las 

cepas sseJ_cyaA’-FRT, ΔinvA/sseJ_cyaA’-FRT y ΔssaD/sseJ_cyaA’-FRT 

 Con la finalidad de evaluar la expresión de la proteína de fusión, se realizaron 

cultivos de la cepa silvestre de S. Typhimurium 14028s y de las cepas que expresan la 

proteína de fusión SseJ-CyaA’, sseJ_cyaA’-FRT, ΔinvA/sseJ_cyaA’-FRT y 
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ΔssaD/sseJ_cyaA’-FRT, y se detectó la fusión SseJ-CyaA’ en los sedimentos bacterianos 

de los cultivos. 

5.10.1.- Preparación de muestras de lisados de bacterias para western blot 

 Las cepas fueron cultivadas en caldo LB a 37°C con agitación durante 16 h. 

Posteriormente se cultivaron bajo condiciones inductoras de la expresión de la SPI-1 y 

SPI-2. Para la inducción de la SPI-1, se realizó una dilución 1:100 en 20 mL de caldo LB 

suplementado con NaCl (0,3 M) y se cultivó a 37°C durante 5 h sin agitación. Para las 

condiciones inductoras de la SPI-2, los cultivos se lavaron 3 veces con medio mínimo N 

(KCl 5 mM, (NH4)SO4 0,5 mM, K2SO4 0,5 mM, KH2PO4 1 mM, MgCl2 10 µM, MES 100 mM 

pH=5,8), se realizó una dilución 1:50 en 20 mL de medio mínimo N suplementado con 

casaminoácidos (0,1%) y glucosa (0,4%) como fuente de carbono, y se incubó a 37°C 

con agitación durante 5 h. Luego se separó la fracción bacteriana del medio de cultivo 

y se trataron las muestras de la misma forma en la que se trataron a los lisados de las 

fusiones plasmidiales (ver Sección 5.8.1, Figura 8). 

5.10.2.- Detección de la proteína de fusión SseJ-CyaA’ en lisados bacterianos 

 Ver Sección 5.8.3. 

5.11.- Determinación de la translocación del efector SseJ de S. Typhimurium al 

citoplasma de D. discoideum 

 Con la finalidad de evaluar la translocación de la proteína efectora SseJ al 

citoplasma de D. discoideum, se realizaron co-incubaciones de la ameba con la cepa 

silvestre de S. Typhimurium 14028s y con las cepas sseJ_cyaA’-FRT, ΔinvA/sseJ_cyaA’-

FRT y ΔssaD/sseJ_cyaA’-FRT, las cuales expresan la proteína de fusión SseJ-CyaA’ desde  
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Figura 8.- Ensayo de expresión del efector SseJ de Salmonella en condiciones inductoras de 
las islas de patogenicidad. Las cepas portadoras del alelo mutante sseJ-cyaA’-FRT, con fondo 
genético silvestre y con mutaciones en los genes ΔinvA y ΔssaD, se cultivaron en condiciones 
que inducen la expresión de los genes de la SPI-1 y SPI-2. Las proteínas de los lisados bacterianos 
se sometieron a SDS-PAGE en geles de poliacrilamida 12% y se transfirieron a una membrana de 
PVDF. La detección de la fusión SseJ-CyaA’ se detectó mediante western blot usando un 
anticuerpo monoclonal de ratón anti-CyaA’ y se utilizó un anticuerpo secundario conjugado a 
HRP y se reveló con el sustrato SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate. 
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las fusiones génicas cromosomales. Luego se separó la fracción citosólica asociada a los 

sobrenadantes y la fracción del sedimento asociado a bacterias y se determinó la 

presencia de la proteína de fusión mediante inmunodetección. 

5.11.1.- Ensayo de translocación del efector SseJ de S. Typhimurium al citoplasma 

de D. discoideum AX4 

 Las amebas se cultivaron en botellas de cultivo T50 hasta alcanzar una 

confluencia de 95-100% y el día anterior al ensayo se sembró 1x107 amebas en botellas 

T25, en medio de cultivo HL5 suplementado con Amp. Paralelamente, las cepas 

bacterianas se cultivaron en caldo LB durante 16 h a 37°C con agitación. Al día siguiente 

las bacterias se lavaron 3 veces con solución amortiguadora Sörensen 1x (Na2HPO4 

0,1333 M, KH2PO4 0,133 M, pH 6,0), y se resuspendieron en la misma solución 

amortiguadora. 

 Previo a la infección, las amebas se lavaron 3 veces con 5 mL de solución 

amortiguadora Sörensen y luego se co-incubaron a 23°C sin agitación con las cepas a 

evaluar, con una multiplicidad de infección (MOI) de 100 bacterias/ameba. 

Transcurridas 3 y 6 h, los volúmenes de co-incubación se recuperaron y se sedimentaron 

para recuperar las amebas. Luego, las amebas se lisaron resuspendiéndolas en solución 

amortiguadora Sörensen suplementada con Triton X-100 (0,2%). Para la recuperación 

de la fracción citoplasmática libre de bacterias, los lisados de amebas se centrifugaron 

a 3420 x g a 4°C durante 10 min y el sobrenadante fue filtrado con un filtro de 0,22 µm. 

Las proteínas del filtrado se trataron de la forma mencionada en la Sección 5.8.4 Por 

su parte, los sedimentos asociados a bacterias se resuspendieron en PBS 1x, se midió la 

OD600nm de cada sedimento y se concentraron para obtener una biomasa equivalente a 
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una unidad de OD600nm en 1 mL. De la suspensión obtenida se sacaron 75 µL de PBS 1x y 

se mezclaron con 25 µL de tampón Laemmli 4x suplementado con β-mercaptoetanol 

(62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01%, 

β-mercaptoetanol). Finalmente, los lisados fueron hervidos durante 10 min a 100°C y 

se almacenaron a -20°C hasta su uso (Figura 9). 

5.12.- Construcción de la mutante ΔsseJ de Salmonella Typhimurium 14028s  

 La cepa mutante ΔsseJ derivada de S. Typhimurium 14028s se construyó 

mediante la deleción del gen mencionado utilizando el método de intercambio alélico 

por recombinación de productos de PCR dependiente de la recombinasa Red del fago λ 

(Datsenko y Wanner, 2000) con modificaciones (Santiviago et al., 2009), como se 

esquematiza en la Figura 10. 

5.12.1.- Amplificación por PCR del cassette de resistencia antibiótica 

 Para la generación de los productos de PCR necesarios para la deleción del gen 

sseJ, se utilizaron los partidores sseJ_H1+P1 y sseJ_H2+P2 (ver Tabla 3), los cuales en 

su extremo 5’ contienen 40 nucleótidos idénticos a las regiones que flanquean al gen 

sseJ. Además, los partidores presentan en su extremo 3’ una secuencia de 20 

nucleótidos que hibridan con el extremo 5’ o 3’ del cassette de resistencia a antibiótico 

del plasmidio pCLF4. Dentro del cassette y flanqueado por los sitios FRT está contenido 

el gen aph, el cual codifica la enzima aminoglicósido 3’ fosfotransferasa, la cual 

confiere resistencia a Kan. A partir del plasmidio pCLF4 el cassette de resistencia a Kan 

se amplificó mediante PCR en las condiciones indicadas a continuación: 
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 El fragmento amplificado se analizó por electroforesis en gel de agarosa al 1% 

en solución amortiguadora TAE 1x y tinción con GelRed. La corrida electroforética se 

efectuó a 100 V durante 30 min. Una vez que se verificó su tamaño (~1500 pb), el 

amplicón se purificó mediante el sistema comercial “QIAquick PCR Purification Kit”, 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

5.12.2.- Obtención de S. Typhimurium electrocompetentes y transformación con el 

plasmidio pKD46 

 Para la transformación del plasmidio pKD46 por electroporación se utilizó el 

mismo procedimiento que en la Sección 5.7.5, con la salvedad de que los lavados 

previos a la electroporación se realizaron con 15 mL de glicerol 15% frío y se transformó 

con 3 µL de plasmidio. 

 pKD46 es un plasmidio termosensible que contiene las secuencias necesarias 

para la expresión de la recombinasa Red del fago λ. La expresión del gen que codifica 

la enzima está bajo el control del promotor ParaBAD, el cual es inducible por arabinosa 

(Datsenko y Wanner, 2000). 

 

Reactivo Volumen (µL) 
Concentración 

final 

H2O libre de nucleasas 39,7 - 

Buffer Taq (10x) 5 1x 

MgCl2 (50 mM) 1,5 1,5 mM 

sseJ_H1+P1 (10 µM) 1 0,2 µM 

sseJ_H2+P2 (10 µM) 1 0,2 µM 

dNTPs (10 mM) 1 0,2 mM 

pCLF4 0,5 - 

Taq Polimerasa (5 U/µL) 0,3  

Volumen final 50 µL  

Programa de PCR 

Temperatura Tiempo Ciclos 

95°C 2 min  

95°C 30 seg  
30 55°C 30 seg 

72°C 90 seg  

72°C  5 min  

20°C ∞  
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Figura 9.- Ensayo de translocación del efector SseJ de Salmonella al citoplasma de 
D. discoideum. Se realizaron infecciones de la ameba con las cepas portadoras del alelo 
mutante sseJ::cyaA’-FRT, con fondo genético silvestre y con mutaciones en los genes ΔinvA y 
ΔssaD. A las 3 y 6 h post infección se obtuvieron muestras correspondientes al citoplasma de las 
amebas infectadas y de las bacterias intracelulares recuperadas desde ellas. Las proteínas de 
ambas fracciones se sometieron a SDS-PAGE en geles de poliacrilamida 12% y se transfirieron a 
una membrana de PVDF. La detección de la fusión SseJ-CyaA’ se detectó mediante western blot 
usando un anticuerpo monoclonal de ratón anti-CyaA’ y se utilizó un anticuerpo secundario 
conjugado a HRP y se reveló con el sustrato SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity 
Substrate. 
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Figura 10. Generación de cepas mutantes de S. Typhimurium mediante el método de 
“Red-swap”. Esquema general del método (Datsenko y Wanner, 2000). Los detalles se describen 
en el texto. 

 

5.12.3.- Mutagénesis mediante intercambio alélico con productos de PCR 

 Las colonias de S. Typhimurium transformadas con el pKD46 se cultivaron en 

medio LB suplementado con Amp a 30°C con agitación durante 16 h. Se realizó un 

subcultivo bacteriano de dilución 1:100 en caldo LB suplementado con Amp con un 
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volumen final de 20 mL, el cual fue incubado a 30°C con agitación hasta alcanzar una 

OD600nm de 0,4-0,6, momento en el cual se adicionó L-arabinosa a una concentración 

final de 10 mM para inducir la expresión del sistema de recombinación λ-Red. Luego de 

incubar durante 60 min a 30°C con agitación, se prepararon las bacterias 

electrocompetentes (ver Sección 5.12.2). 

 Se mezcló 80 µL de la suspensión de bacterias electrocompetentes con 10 µL de 

producto de PCR previamente purificado. Se procedió a la transformación mediante 

electroporación aplicando un pulso de 1,8 KV y se recuperó a las bacterias 

inmediatamente en 1 mL de LB durante 60 min, con agitación y a 37°C, temperatura 

de restricción para el plasmidio pKD46. Las mutantes se seleccionaron sembrando en 

agar LB suplementado con Kan e incubado a 37°C 16 h. 

5.12.4.- Confirmación de las mutantes obtenidas mediante PCR 

 La verificación del reemplazo alélico en la mutante se realizó mediante PCR de 

colonias utilizando partidores que hibridan en regiones externas, río arriba y río abajo, 

respecto al sitio de reemplazo. Como DNA templado se utilizó la suspensión de una 

colonia mutante en 100 µL de H2O libre de nucleasas estéril. El esquema de 

amplificación utilizado fue el siguiente: 

 

Reactivo 
Volumen 

(µL) 
Concentración 

final 

H2O libre de nucleasas 11 - 

Buffer Taq (5x) 4 1x 

MgCl2 (25 mM) 1,6 2 mM 

sseJ_out5 (10 µM) 0,4 0,2 µM 

sseJ_out3 (10 µM) 0,4 0,2 µM 

dNTPs 0,4 0,2 mM 

gDNA (templado) 2 - 

GoTaq DNA Polimerasa (5 U/µL) 0,2  

Volumen final 20 µL  

Programa de PCR 

Temperatura Tiempo Ciclos 

95°C 5 min  

95°C 30 seg  
30 50°C 30 seg 

72°C 1 min 

72°C  2 min  

20°C ∞  
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 Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 

al 1% en solución amortiguadora TAE 1x y tinción GelRed. La corrida electroforética se 

realizó a 100 V durante 30 min. 

5.13.- Transducción de alelo mutante ΔsseJ en S. Typhimurium 14028s 

 La transducción se realizó de la misma forma que en la Sección 5.9.2, con la 

salvedad de que la cepa donadora fue la mutante ΔsseJ. 

5.14.- Ensayos de supervivencia por competencia in vitro entre cepas de  

S. Typhimurium en D. discoideum AX4 

 Con la finalidad de determinar la contribución del efector SseJ en la 

internalización y supervivencia intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum, se 

realizaron infecciones de la ameba con mezclas en proporción 1:1 de la cepa silvestre 

con la cepa mutante ΔsseJ, o con la mutante ΔaroA, la cual presenta una supervivencia 

intracelular disminuida en D. discoideum (Cooper et al., 2016). 

5.14.1.- Ensayo de competencia para evaluar internalización y supervivencia de 

S. Typhimurium en D. discoideum. 

 Las amebas se cultivaron hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial 

(1-2 x 106 células/mL) y la noche anterior al ensayo se sembró un millón de células por 

pocillo, en una placa de 6 pocillos, en medio de cultivo HL5. Por su parte, las cepas 

bacterianas se cultivaron toda la noche a 37°C con agitación y al día siguiente se 

lavaron 3 veces con solución amortiguadora Sörensen 1x (Na2HPO4 0,1333 M, KH2PO4 

0,133 M, pH 6,0), y se diluyeron 5 veces, resuspendiéndolas en la misma solución 

amortiguadora. Finalmente, se realizaron mezclas 1:1 de la cepa mutante 
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correspondiente con la cepa silvestre para obtener la suspensión bacteriana para 

infectar las amebas.  Previo a la infección, las amebas se lavaron 3 veces con solución 

amortiguadora Sörensen y luego se co-incubaron con la mezcla 1:1 de la cepa silvestre 

y la mutante a evaluar, de manera de tener una MOI de 100 bacterias/ameba. 

 Con la finalidad de conocer la MOI real del ensayo, se determinó la 

concentración de bacterias de cada suspensión mediante la dilución seriada en solución 

amortiguadora Sörensen 1x y recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en 

agar LB y agar LB suplementado con Kan incubado a 37°C durante 16 hrs. 

 Luego de 1 hora de co-incubación, las amebas se lavaron 3 veces con solución 

amortiguadora Sörensen con el fin de eliminar las bacterias extracelulares que pudieran 

estar presentes. Posteriormente, se añadieron 2 mL de solución amortiguadora 

Sörensen a cada pocillo y se incubó a 23°C sin agitación hasta los distintos tiempos de 

infección a ensayar (0, 1, 3, y 6 h). Para el recuento de bacterias en cada tiempo 

ensayado, se despegaron las amebas del pocillo con 500 µL de solución amortiguadora 

Sörensen se centrifugaron, a 200 x g durante 5 min a temperatura ambiente y se 

resuspendieron en 200 µL de solución amortiguadora Sörensen 1x suplementada con Gm 

(20 µg/mL). Luego, se descartaron 180 µL del sobrenadante y el sedimento se 

homogeneizó con 180 µL de solución tampón Sörensen 1x. Las amebas fueron 

nuevamente centrifugadas a 200 x g durante 5 min a temperatura ambiente y se 

eliminaron 80 µL de sobrenadante y los 20 µL restantes se lisaron añadiendo 80 µL de 

la misma solución amortiguadora suplementada con Triton X-100 al 0,2% para liberar 

las bacterias intracelulares. Se realizó una dilución seriada de los lisados obtenidos en 

cada tiempo en PBS 1x y se sembraron alícuotas de estas diluciones en placas de agar 
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LB para el recuento de bacterias totales y placas de agar LB suplementadas con Kan 

para las cepas mutantes. Las placas se incubaron a 37°C durante 16 h como mínimo y 

al día siguiente se realizó el recuento de las colonias obtenidas en cada dilución 

sembrada. En paralelo, se determinó el número de amebas viables en cada tiempo 

mediante el recuento de las células teñidas con azul de tripán en cámara de Neubauer 

(Figura 11). 

 

Figura 11. Ensayo de internalización y supervivencia de S. Typhimurium durante la infección 
de D. discoideum. Procedimiento experimental para evaluar la internalización y supervivencia 
de la cepa mutante de S. Typhimurium ΔsseJ en D. discoideum mediante ensayos de 
competencia. Los detalles se mencionan el texto. 
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5.14.2.- Expresión de los resultados obtenidos y análisis estadístico 

 Las UFC de cada mutante se expresaron como valores relativos a las UFC de la 

cepa silvestre en cada tiempo de infección (0, 1, 3 y 6 h post infección). Con los datos 

obtenidos se calculó el índice de competencia (CI) para la internalización y 

supervivencia de acuerdo con la siguiente fórmula: 

𝐶𝐼 =   
[
𝑈𝐹𝐶𝑚𝑢𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒

𝑈𝐹𝐶𝑠𝑖𝑙𝑣𝑒𝑠𝑡𝑟𝑒
]

𝐹𝑖𝑛𝑎𝑙

[
𝑈𝐹𝐶𝑚𝑢𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒

𝑈𝐹𝐶𝑠𝑖𝑙𝑣𝑒𝑠𝑡𝑟𝑒
]

𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

⁄   

 El CI para la internalización se calculó considerando como razón de UFC inicial 

a las bacterias cuantificadas en el inóculo y como razón de UFC final a las bacterias 

intracelulares recuperadas en el tiempo 0. Para el CI de la supervivencia intracelular 

se consideró como razón de la UFC inicial a las bacterias recuperadas a tiempo 0 y como 

razón final a las bacterias intracelulares recuperadas a los tiempos 1, 3, y 6 h post 

infección. 

 Los valores de CI calculados fueron expresados como logaritmo en base 10 

(Log10) y se interpretaron de acuerdo con los siguientes criterios: 

Log10(CI) < 0 Indica que la cepa mutante sobrevive o invade menos que la cepa 

silvestre 

Log10(CI) = 0 Indica que la cepa mutante se comporta como la cepa silvestre 

Log10(CI) > 0 Indica que la cepa mutante sobrevive o invade más que la cepa silvestre. 

 La significancia estadística se determinó a partir de 3 réplicas biológicas 

utilizando la prueba estadística t de Student de dos colas. 
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6.- RESULTADOS 

 

 El uso de fusiones traduccionales ha resultado tremendamente útil para evaluar 

la translocación de efectores de los sistemas de secreción bacterianos al citoplasma de 

células eucariontes. Una de estas estrategias ha sido la fusión de los distintos efectores 

al dominio catalítico de la toxina CyaA de Bordetella pertussis (Sory et al., 1994) El uso 

de este dominio se debe a que presenta actividad adenilato ciclasa dependiente de 

calmodulina, proteína que sólo se encuentra en el citoplasma de células eucariontes y 

no en el citoplasma bacteriano. Esta característica permite monitorear el proceso de 

translocación de las proteínas efectoras desde bacterias como Salmonella a una célula 

hospedera eucarionte durante la infección, mediante la medición de los niveles de 

AMPc. Por otra parte, se encuentran disponibles anticuerpos contra el dominio CyaA’, 

por lo que también es posible determinar la translocación de los efectores mediante la 

inmunodetección de la proteína de fusión en la fracción citoplasmática de la célula 

hospedera. 

 En este trabajo se construyeron distintas cepas derivadas de S. Typhimurium 

que portan la fusión sseJ-cyaA’, la cual permite la producción de la proteína de fusión 

SseJ-CyaA’. Esta fusión ha permitido caracterizar la translocación del efector SseJ al 

citoplasma de distintas células hospederas, habiéndose evaluado en macrófagos 

RAW264.7 (Miao y Miller, 2000) y J774 (Niemann et al., 2011). Lo anteriormente 

expuesto tiene como finalidad evaluar la translocación del efector SseJ del T3SS-2 al 

citoplasma de D. discoideum, modelo para investigar la importancia de los T3SS de 

Salmonella en la interacción patógeno-hospedero. 



57 

6.1.- Construcción de la fusión plasmidial pMMB207::sseJ-cyaA’ 

 Se generaron las cepas pMMB207::sseJ-cyaA’, ΔinvA/pMMB207::sseJ-cyaA’ y 

ΔssaD/pMMB207::sseJ-cyaA’, todas derivadas de Salmonella Typhimurium 14028s (ver 

Sección 5.7). Estas cepas expresan la proteína de fusión SseJ-CyaA’ a partir del 

plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’. Esta proteína presenta una fusión C-Terminal al 

dominio CyaA’ de B. pertussis, el cual permite detectar la producción de SseJ en 

S. Typhimurium mediante la inmunodetección de este dominio mediante western blot. 

 Para realizar la construcción génica que permite expresar la proteína de fusión 

SseJ-CyaA’ desde un plasmidio, se extrajo el gDNA de S. Typhimurium 14028s (Figura 

12A) y posteriormente se amplificó el gen sseJ desde el gDNA con los partidores 

sseJ_CyaA_5’ y sseJ_CyaA_3’, que contenían sitios de restricción para las enzimas XbaI 

(5’) y XhoI (3’). El producto de PCR obtenido presentó el tamaño esperado de 1261 pb 

(Figura 12B). Este producto fue purificado y ligado al vector comercial pGEM-T Easy, 

para generar el plasmidio pGEM-T::sseJ. Los productos de ligación fueron dializados y 

transformados mediante electroporación en E. coli DH5α electrocompetentes. Se 

confirmó la existencia de colonias portadoras del pGEM-T::sseJ mediante PCR de 

colonias utilizando los partidores sseJ_CyaA_5’ y sseJ_CyaA_3’, obteniéndose el 

amplicón de tamaño esperado de 1437 pb (Figura 12C). 

 El plasmidio pGEM-T::sseJ fue extraído desde la colonia transformante #10 de 

E. coli DH5α. Paralelamente, se realizó la extracción del plasmidio 

pMMB207::pphB-cyaA’ desde la cepa derivada de E. coli TOP10 que lo contenía 

(Figura 13A). 
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Figura 12. Construcción del plasmidio pGEM-T::sseJ-cyaA’. (A) Productos de la extracción de 
gDNA de S. Typhimurium 14028s con el sistema comercial “GenElute Bacterial Genomic DNA 
Kit”. (B) Producto de PCR de la amplificación del gen sseJ desde el gDNA, utilizando los 
partidores sseJ_CyaA_5’ y sseJ_CyaA_3’. La banda obtenida corresponde al tamaño esperado de 
1261 pb. (C) Productos de PCR de colonias obtenidas de E. coli DH5α transformadas con el 
plasmidio pGEM-T::sseJ, utilizando los partidores SP6 y T7. Las bandas observadas en las 
colonias transformantes corresponden al tamaño esperado de 1437 pb. Imágenes obtenidas a 
partir de electroforesis en geles de agarosa al 1%. 

 

 Luego de la extracción, los plasmidios fueron digeridos con las enzimas XbaI y 

XhoI (Figura 13A y 13B) y los productos deseados fueron purificados desde un gel 

preparativo de agarosa. Posteriormente, se realizó la ligación del inserto obtenido 

desde el pGEM-T::sseJ con el esqueleto obtenido desde el pMMB207::pphB-cyaA’. Los 

productos de ligación se transformaron por electroporación en E. coli DH5α 

electrocompetentes, obteniéndose colonias transformantes con el plasmidio 

pMMB207::sseJ-cyaA’. La inserción del gen sseJ en este plasmidio se confirmó mediante 

PCR de colonias utilizando los partidores pMMB207_Fw y PMMB207_Rv, obteniéndose el 

producto de PCR correspondiente al tamaño esperado de aproximadamente 2460 pb 

(Figura 14D). 
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Figura 13. Construcción del plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’. (A) Productos de la extracción 
de los plasmidios señalados usando el sistema comercial “Qiagen Plasmid Maxi Kit”. Gel de 
agarosa al 1%. (B) Productos de la digestión de pGEM-T::sseJ con las enzimas XhoI y XbaI. Gel 
de agarosa al 1% (C) Productos de la digestión de pMMB207::pphB-cyaA’ con las enzimas XhoI y 
XbaI. Gel de agarosa al 0,8%. (D) Productos de PCR de las colonias obtenidas de la 
transformación con el producto de ligación del inserto derivado de pGEM-T::sseJ y el esqueleto 
derivado de pMMB207::pphB-cyaA’ (colonias 1 a 10). Se utilizaron los partidores pMMB207_Fw y 
pMMB207_Rv, obteniéndose bandas de tamaño esperado (aproximadamente 2460 pb). 

 

 Una vez obtenidas las colonias de E. coli DH5α/pMMB207::sseJ-cyaA’ se realizó 

la extracción del plasmidio, el cual se transformó en S. Typhimurium 14028s para 

analizar la expresión de la proteína de fusión a partir del plasmidio construido. 

6.2.- Producción de la proteína SseJ en S. Typhimurium 14028s 

 Una vez realizada la construcción de las fusiones plasmidiales de sseJ a cyaA’, 

fue necesario evaluar la expresión del producto de esta fusión, la proteína SseJ-CyaA’. 

Esto se realizó en presencia de IPTG, condición inductora de la actividad transcripcional 

del plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’. 

 Para confirmar la presencia de proteínas en los lisados bacterianos de la cepa 

silvestre y la cepa silvestre transformada con el plasmidio, se realizó la separación por 
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masa molecular de las proteínas obtenidas de dichos lisados mediante SDS-PAGE y los 

geles se tiñeron con azul de Coomassie (ver Sección 5.8.2). Se observa la presencia de 

proteínas en las muestras obtenidas tanto de la cepa silvestre de S. Typhimurium como 

de la cepa portadora del plasmidio cultivadas en presencia y ausencia de IPTG 

(Figura 14A). 

 La detección de la proteína de fusión se llevó a cabo mediante ensayos de 

western blot (ver Sección 5.8.3) con muestras de lisados bacterianos obtenidos de las 

cepas silvestre y 14028s/pMMB207::sseJ-cyaA’, ambas crecidas a 37°C en medio de 

cultivo LB suplementado o no con IPTG. 

 Se inmunodetectó la proteína de fusión en la cepa portadora del 

pMMB207::sseJ-cyaA’ bajo condiciones de cultivo en presencia de IPTG, y se observó 

una banda que presentó una masa molecular esperada de ~89 kDa. Esta banda no estaba 

presente en el sedimento del cultivo que no fue suplementado con IPTG. En el caso de 

la cepa silvestre, no se detectó la proteína SseJ-CyaA’ ni en los sedimentos del cultivo 

realizado en condiciones inductoras de la expresión de la fusión ni en el sedimento del 

cultivo carente de IPTG. Por otra parte, no se obtuvo bandas de detección inespecífica 

en las muestras obtenidas a partir de la cepa silvestre de S. Typhimurium usadas como 

control, ni en la muestra obtenida desde la cepa portadora del plasmidio cultivada en 

ausencia de IPTG (Figura 14B). 

 El resultado obtenido demuestra la producción de la proteína de fusión 

SseJ-CyaA’ desde la construcción plasmidial generada, en presencia de IPTG. 
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Figura 14. La proteína de fusión SseJ-CyaA’ es producida a partir de una fusión plasmidial. 
(A) SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% de muestras de lisados bacterianos obtenidos de 
cultivos bacterianos incubados a 37°C en medio de cultivo suplementado con IPTG o sin 
suplementar. Gel teñido con azul de Coomassie. (B) Inmunodetección mediante western blot 
de la fusión SseJ-CyaA’ utilizando un anticuerpo primario anti-CyaA’. En la imagen capturada 
mediante el sistema Dyversity 4 se indica con una cabeza de flecha la banda de peso molecular 
esperado de ~89 kDa correspondiente a la proteína de fusión SseJ-CyaA’. 

 

6.3.- Secreción in vitro del efector SseJ al medio de cultivo 

 Una vez generada la cepa 14028s/pMMB207::sseJ-cyaA’ y confirmada la 

expresión de la proteína de fusión SseJ-CyaA’, se generaron las cepas derivadas 

ΔinvA/pMMB207::sseJ-cyaA’ y ΔssaD/pMMB207::sseJ-cyaA’ mediante la transformación 

de las cepas mutantes ΔinvA::Kan y ΔssaD::Kan con el pMMB207::sseJ-cyaA’. Los genes 

inva y ssaD codifican componentes estructurales esenciales para la translocación de los 

efectores del T3SS-1 y T3SS-2, respectivamente, por lo que la ausencia de estos genes 
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impediría la secreción de sus proteínas efectoras. Por lo tanto, estas cepas mutantes 

permitieron evaluar la secreción de SseJ a través de los T3SS de S. Typhimurium y su 

translocación hacia la célula hospedera en los ensayos de infección de D. discoideum. 

 Para la caracterización de la secreción in vitro del efector SseJ se realizaron 

cultivos de las cepas 14028s/pMMB207::sseJ-cyaA’, ΔinvA/pMMB207::sseJ-cyaA’ y 

ΔssaD/pMMB207::sseJ-cyaA’ en medio de cultivo suplementado con IPTG o sin 

suplementar. El medio de cultivo se separó del sedimento bacteriano por centrifugación 

y se determinó la secreción del efector a través de los T3SS mediante la detección por 

western blot del epítopo CyaA’ y de la proteína chaperona citoplasmática DnaK. El uso 

de un anticuerpo contra DnaK permite determinar la presencia de contenido 

citoplasmático bacteriano en las muestras, por lo que se puede discriminar si la 

presencia de SseJ-CyaA’ se debe a su secreción o a la lisis bacteriana. El anticuerpo 

primario utilizado para la detección de DnaK permite detectar esta proteína, que 

presenta una masa molecular de 70 KDa. Previo a la detección, el sobrenadante del 

cultivo fue filtrado para eliminar las bacterias remanentes y las proteínas totales 

presentes en la muestra fueron concentradas (ver Sección 5.8.4). 

 Como se observa en la Figura 15, de detectó la proteína de fusión SseJ-CyaA’ 

tanto en los lisados totales como en los sobrenadantes provenientes del cultivo en 

presencia de IPTG de la cepa portadora del plasmidio. En cambio, no se observó 

reacción positiva bajo ninguna condición de cultivo en la cepa silvestre. Por otra parte, 

no se detectó la proteína citosólica DnaK en ninguna de las muestras obtenidas de los 

sobrenadantes (Figura 15A y 15D). De esta forma, se concluye que SseJ-CyaA’ se está 

expresando y que su detección en el medio de cultivo se debe a que fue secretada y no 
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liberada al medio de cultivo por lisis bacteriana. En el caso de las cepas mutantes con 

los sistemas de secreción deshabilitados (Figura 15C y 15D), se observó la presencia 

de la proteína de fusión tanto en el lisado total como en el sobrenadante de la mutante 

ΔinvA incubada en presencia de IPTG. En el caso de la mutante ΔssaD, la fusión se 

detectó asociada solamente al sedimento bacteriano, indicando que la proteína 

SseJ-CyaA´ no se secretó al medio de cultivo. En conjunto, estos resultados indican que 

la proteína de fusión SseJ-CyaA’ se secreta al medio de cultivo por medio del T3SS-2. 

 

Figura 15. El efector SseJ es secretado al medio de cultivo mediante el T3SS-2. 
Inmunodetección de las proteínas SseJ-CyaA’ y DnaK en sobrenadantes de cultivo de las cepas 
silvestre (WT) y SseJ-CyaA’ (A) y en lisados de los sedimentos bacterianos de estos cultivos (B). 
Inmunodetección de las proteínas SseJ-CyaA’ y DnaK en sobrenadantes de cultivo de las cepas 
∆invA/SseJ-CyaA’ y ∆ssaD/SseJ-CyaA’ (C) y en lisados de los sedimentos bacterianos de estos 
cultivos (D). 
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6.4.- Translocación de la proteína SseJ durante la infección de S. Typhimurium en 

D. discoideum 

 Se ha comprobado la translocación del efector SseJ al citoplasma de células 

hospederas eucariontes en otros modelos de infección mediante el uso de fusiones 

transcripcionales a dominios como CyaA’ o HA (Miao y Miller, 2000; Niemann et al., 

2010; Freeman et al., 2003), pero no en la interacción del Salmonella con 

D. discoideum. Estudios previos realizados por nuestro grupo han demostrado que 

S. Typhimurium requiere de los sistemas de secreción T3SS-1 y T3SS-2 y de algunos de 

sus efectores para sobrevivir en D. discoideum (Riquelme et al., 2016; Valenzuela et 

al., 2021). Es por esta razón que se ha hipotetizado que los efectores de estos sistemas 

de secreción tendrían un rol importante en la interacción de S. Typhimurium con 

D. discoideum, siendo el efector SseJ un candidato para evaluar su translocación al 

citoplasma de la ameba. 

 Con el fin de determinar si el efector SseJ es translocado través del T3SS-2 desde 

el citoplasma de S. Typhimurium al de D. discoideum, se generaron distintas cepas 

bacterianas derivadas de S. Typhimurium 14028s que expresan una fusión SseJ-CyaA’ 

codificada en el cromosoma bacteriano. Cabe destacar que en todas estas cepas la 

expresión de la proteína de fusión SseJ-CyaA’ se encuentra bajo el control de su 

promotor silvestre. Para determinar la translocación del efector SseJ se realizaron 

ensayos de infección, en que se evaluó la presencia de la proteína SseJ-CyaA’ en la 

fracción citoplasmática de D. discoideum y en la fracción asociada a bacterias. 
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6.4.1.- Generación de la cepa portadora de la fusión génica sseJ::cyaA’-FRT y de 

las cepas mutantes ΔinvA y ΔssaD portadoras de la fusión 

 Se generó la cepa derivada de S. Typhimurium 14028s, sseJ_cyaA’-Kan mediante 

el método de remplazo alélico por recombinación de productos de PCR (Datsenko y 

Wanner, 2000). Para realizar la construcción de una fusión génica cromosomal que 

permite expresar SseJ-CyaA’, se amplificó la secuencia que contiene las secuencias que 

codifican el dominio cyaA’ y el cassette de resistencia a kanamicina desde el 

pCyaA’-Kan (ver Tabla 2) utilizando partidores con regiones homólogas a las secuencias 

que flanquean el gen sseJ. Este producto se transformó en S. Typhimurium 14028s 

portadora del plasmidio pKD46 (ver Tabla 2), el cual permite la expresión inducible de 

la recombinasa Red del fago λ. La recombinación del fragmento obtenido por PCR con 

las zonas homólogas en el genoma de S. Typhimurium permiten la generación de la 

fusión génica cromosomal del gen sseJ con cyaA’ (Fernández et al., 2021). 

 Para generar las cepas sseJ_cyaA’-FRT, ΔinvA/sseJ_cyaA’-FRT y 

ΔssaD/sseJ_cyaA’-FRT, en primer lugar, se eliminó el cassette de resistencia a 

antibiótico de la cepa sseJ_cyaA’-Kan mediante la recombinasa Flp. La eliminación del 

cassette se confirmó mediante PCR de colonias. Una vez obtenida la cepa 

sseJ_cyaA’-FRT, se transdujeron los alelos mutantes ΔinvA::Kan y ΔssaD::Kan al fondo 

genético sseJ::cyaA’-FRT. 
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6.4.2.- Producción de la proteína de fusión SseJ-CyaA’ desde las cepas 

sseJ_cyaA’-FRT, ΔinvA/sseJ_cyaA’-FRT y ΔssaD/sseJ_cyaA’-FRT 

 Para confirmar la expresión de la proteína de fusión SseJ-CyaA’ bajo el control 

de su promotor silvestre, se realizaron cultivos de la cepa silvestre de S. Typhimurium 

y las cepas sseJ_cyaA’-FRT, ΔinvA/sseJ_cyaA’-FRT y ΔssaD/sseJ_cyaA’-FRT bajo 

condiciones inductoras de la expresión de los genes asociados a las islas de 

patogenicidad SPI-1 y SPI-2 y se prepararon muestras de lisados bacterianos para la 

inmunodetección de la fusión. 

 Como se observa en la Figura 16, en todas las cepas portadoras de la fusión se 

inmunodetectó una proteína con el peso molecular esperado de ~89 kDa 

específicamente en las muestras provenientes de cultivos en condiciones inductoras de 

la SPI-2. En el caso de la cepa silvestre no se observaron bandas correspondientes a la 

proteína de fusión en ninguna de las condiciones de cultivo ensayadas (Figura 16). 

Estas observaciones indican que el alelo que codifica la fusión cromosomal responde a 

las señales ambientales que regulan la expresión del gen silvestre sseJ en 

S. Typhimurium.

 

Figura 16. El efector SseJ es producido por S. Typhimurium bajo condiciones inductoras de 
los genes de la SPI-2. Inmunodetección de la proteína de fusión SseJ-CyaA’ en lisados 
bacterianos de las cepas silvestre (WT), sseJ_cyaA’-FRT, ΔinvA/sseJ_cyaA’-FRT y 
ΔssaD/sseJ_cyaA’-FRT cultivadas en condiciones inductoras de la SPI-1 y SPI-2. 
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6.4.3.- Translocación de la proteína SseJ durante la infección de S. Typhimurium 

en D. discoideum 

 Para caracterizar la translocación del efector SseJ al citoplasma de 

D. discoideum, se realizaron ensayos de infección de la ameba con las cepas 

bacterianas sseJ_cyaA’-FRT, ΔinvA/sseJ_cyaA’-FRT y ΔssaD/sseJ_cyaA’-FRT. Las 

amebas se co-incubaron con cada cepa bacteriana durante 3 y 6 h y posteriormente se 

lisaron las amebas infectadas. Realizado este procedimiento, se centrifugó para 

obtener dos tipos de muestras: los sobrenadantes, asociados a la fracción 

citoplasmática de D. discoideum, y los sedimentos, asociados a las bacterias 

procedentes desde el interior de la ameba o del medio extracelular. Luego, se detectó 

la proteína de fusión SseJ-CyaA’ mediante western blot en ambas fracciones obtenidas. 

 Bajo las condiciones en las que se llevó a cabo el ensayo no se pudo determinar 

la translocación del efector SseJ de S. Typhimurium a D. discoideum, pues no se detectó 

la proteína de fusión en la fracción citoplasmática de ninguna de las infecciones con 

las distintas cepas en los tiempos ensayados (Figura 17A). Por otra parte, en la fracción 

asociada a los sedimentos bacterianos se observó la presencia de la proteína de fusión 

SseJ-CyaA’ en todas muestras provenientes de infecciones llevadas a cabo con las cepas 

portadoras del alelo mutante (Figura 17B). No se detectó la proteína SseJ-CyaA’ en los 

sedimentos de las infecciones realizadas con la cepa silvestre de S. Typhimurium o en 

la condición sin infectar, en ninguno de los dos tiempos ensayados. En la fracción de 

sedimentos asociados a bacterias, la proteína chaperona citoplasmática DnaK no se 

detectó en la condición sin infectar, pero sí se detectó en la fracción asociada a los 

sedimentos bacterianos de todas las cepas ensayadas, tanto en los tiempos de 3 y 6 h 
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post infección (Figura 17B), demostrando la presencia de bacterias en dicha fracción. 

Por su parte, DnaK no se detectó en la fracción citoplasmática, por lo que se confirma 

la ausencia de bacterias en la fracción asociada a citoplasma del hospedero. 

 Cabe destacar que en la Figura 17 se observa una mayor intensidad de las 

bandas de SseJ-CyaA’ provenientes de las muestras de lisados obtenidas a las 6 h post 

infección con respecto a las del tiempo de 3 h post infección. La biomasa utilizada para 

generar ambas muestras fue la misma, por lo que existe una mayor cantidad de la 

proteína SseJ-CyaA’ a tiempos más largos post infección. 

 

Figura 17. El efector SseJ es expresado por S. Typhimurium durante la infección de 
D. discoideum. Las amebas fueron infectadas con las cepas silvestre (WT), sseJ_cyaA’-FRT, 
ΔinvA/sseJ_cyaA’-FRT y ΔssaD/sseJ_cyaA’-FRT y luego de 3 y 6 h post infección se lisaron las 
amebas, se recuperó la fracción asociada al citoplasma de D. discoideum, dónde no se detectó 
la proteína de fusión (B) y los sedimentos asociados a bacterias, en dónde la fusión se detectó 
en todas las cepas portadoras del plasmidio luego de 3 y 6 h post infección (A). 
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Puesto que la proteína de fusión SseJ-CyaA’ sólo se produce en condiciones 

inductoras de la expresión de los genes de la SPI-2, tal como se demuestra en la 

Figura 16, los resultados presentados indican que el efector SseJ es producido cuando 

la bacteria se encuentra dentro de la ameba, demostrando que D. discoideum entrega 

las señales ambientales necesarias para que los genes asociados a la SPI-2 sean 

expresados durante el proceso infeccioso. 

6.5.- Efecto de SseJ sobre la internalización y supervivencia intracelular de 

S. Typhimurium en D. discoideum 

 Existen antecedentes en la literatura que indican que el efector SseJ tendría un 

papel importante en la supervivencia intracelular de Salmonella en el hospedero, pues 

una mutante ΔsseJ de S. Typhimurium presenta un defecto en la replicación 

intracelular en macrófagos murinos. Por esta razón, se decidió investigar la importancia 

del gen sseJ en la internalización y supervivencia intracelular de S. Typhimurium al 

interior de D. discoideum durante la infección. 

 Para esto, se generó una cepa mutante por deleción del gen sseJ mediante el 

método de remplazo alélico por recombinación de productos de PCR (Datsenko y 

Wanner, 2000). La mutación del gen sseJ se confirmó mediante PCR de colonias 

utilizando los partidores sseJ_out5 y sseJ_out3, con los cuales se obtuvo productos 

esperados de 1514 pb para la cepa silvestre de S. Typhimurium y de 1960 pb para la 

cepa mutante ΔsseJ (Figura 18). 
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Figura 18. Confirmación de la generación de la cepa mutante ΔsseJ de S. Typhimurium 
mediante PCR de colonias. Se obtuvo los productos esperados de 1960 pb en el caso de la cepa 
mutante y de 1612 pb en el caso de la cepa silvestre, confirmando el reemplazo alélico. 

 

 Una vez construida la cepa mutante ΔsseJ, se realizaron ensayos de 

competencia in vitro en D. discoideum. Para esto, se infectó a la cepa silvestre AX4 de 

D. discoideum con mezclas en proporción 1:1 de la cepa silvestre con la mutante ΔsseJ, 

o con la mutante ΔaroA. Esta última se utilizó como control ya que presenta defectos 

de supervivencia intracelular en distintos modelos de infección, incluyendo a 

D. discoideum (Riquelme et al., 2016). Luego, se analizó la internalización y se evaluó 

la supervivencia intracelular de las cepas luego de 1, 3 y 6 h de infección. Esto se 

realizó mediante la recuperación de las bacterias intracelulares y su recuento por 

dilución seriada y siembra en placas de agar LB y LB suplementado con Kan. En el 

recuento de las colonias cultivadas en la placa de agar LB sin suplementar se obtuvieron 

las UFC totales y de las colonias cultivadas en las placas de agar LB suplementado con 
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Kan se obtuvieron las UFC correspondientes a la cepa ΔsseJ o ΔaroA (ver Sección 

5.14.1). Con los valores obtenidos, se calculó el índice de competencia (IC) utilizando 

la fórmula descrita en la Sección 5.14.2 y los datos se expresaron como Log10(IC). De 

esta forma, un valor de Log10(IC) es mayor a 0 indica que la cepa mutante sobrevive o 

invade más que la cepa silvestre. Por el contrario, si el valor de Log10(IC) es menor a 0, 

la cepa mutante sobrevive o invade menos que la cepa silvestre. Finalmente, si un valor 

de Log10(IC) es igual a 0 indica que la cepa mutante sobrevive o invade de igual forma 

que la cepa silvestre. 

 Los datos obtenidos muestran una disminución significativa en la internalización 

relativa de la mutante ΔsseJ con respecto a la cepa silvestre, siendo la población de la 

mutante internalizada aproximadamente la mitad de la población de la cepa silvestre 

(Figura 19A). Esto indica que el efector SseJ es requerido para la internalización de 

S. Typhimurium en D. discoideum en los ensayos de competencia descritos. Por el 

contrario, la cepa mutante ΔaroA no exhibió diferencias en sus niveles de 

internalización con respecto a la cepa silvestre (Figura 19A). De esta forma, los 

resultados obtenidos en este ensayo sugieren que la ausencia de este gen no afectaría 

a la internalización de S. Typhimurium en D. discoideum. 

 En el caso de la supervivencia intracelular a los tiempos ensayados, se observó 

que la cepa mutante ΔsseJ exhibe una supervivencia intracelular deficiente en 

D. discoideum luego de 1 y 6 h de infección (Figura 19B). De hecho, luego de 1 h de 

infección la mutante ΔsseJ sobrevivió aproximadamente dos veces menos que la cepa 

silvestre. Este fenotipo atenuado también se observó luego de 6 h de infección, siendo 

la supervivencia de la cepa mutante ΔsseJ aproximadamente dos y media veces menos 
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que la de la cepa silvestre. A pesar de los resultados obtenidos en los otros tiempos 

ensayados, no se observa una diferencia de supervivencia significativa entre la cepa 

mutante ΔsseJ y la cepa silvestre a las 3 h post infección (Figura 19B). En base a los 

resultados obtenidos, se concluye que el efector SseJ es requerido para la supervivencia 

intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum a los tiempos mencionados, por lo 

que el rol que cumple el efector SseJ durante la infección sería crucial en la 

supervivencia de Salmonella en el modelo descrito. Como era de esperar, en el caso de 

la mutante ΔaroA se observó una supervivencia intracelular disminuida a las 3 y 6 h 

post infección (Figura 19B). En el caso del tiempo 3 h, la mutante ΔaroA sobrevivió 

cerca de 6 veces menos que la cepa silvestre, presentando el mismo comportamiento 

a las 6 h post infección, por lo que el producto del gen aroA sería requerido para la 

supervivencia intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum. Los resultados 

obtenidos para esta mutante resultan concordantes con lo anteriormente descrito por 

otros trabajos realizados en nuestro laboratorio (Riquelme et al., 2016). 

 Finalmente, observamos que las poblaciones de amebas viables se mantuvieron 

constantes durante los ensayos de competencia realizados (Figura 19C), indicando que 

las cepas bacterianas utilizadas no generan un daño celular a los tiempos ensayados. 

Además, esto indica que los fenotipos atenuados observados no son producto de una 

menor recuperación de bacterias intracelulares, producto de un menor número de 

células viables de D. discoideum. 

 Analizados en conjunto, estos resultados demuestran la importancia del efector 

SseJ de S. Typhimurium en la invasión y supervivencia intracelular de la bacteria en la 

ameba D. discoideum. 
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Figura 19. Contribución del efector SseJ en la internalización y supervivencia intracelular 
de S. Typhimurium en D. discoideum. (A) La internalización relativa de las mutantes ΔsseJ y 
ΔaroA respecto a la cepa silvestre se calculó como (UFCmutante/UFCwt)t0/(UFCmutante/UFCwt)inóculo. 
(B) La supervivencia intracelular de las mutantes ΔsseJ y ΔaroA se calculó como 
(UFCmutante/UFCwt)tx/(UFCmutante/UFCwt)t0 y se expresó como Log10. Todos los valores muestran el 
promedio de al menos tres réplicas biológicas ± el error estándar de la media (SEM). La 
significancia estadística se determinó utilizando un test t de Student de dos colas (* = P < 0,05). 
(C) Recuento de amebas viables totales durante los ensayos de infección. 
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7.- DISCUSIÓN 

 

 Salmonella Typhimurium es una bacteria patógena de importancia para la salud 

pública debido a que es uno de los principales agentes causantes de enteritis a nivel 

mundial. Cuando Salmonella es adquirida mediante la vía fecal-oral a través del 

consumo de alimentos y agua contaminados, coloniza el intestino delgado, donde 

invade y sobrevive al interior del tejido epitelial. Una vez internalizada, 

S. Typhimurium cruza la barrera epitelial intestinal e interactúa con células fagocíticas 

profesionales del sistema inmunitario, causando una respuesta inflamatoria local que 

desencadena la liberación de Salmonella al medio ambiente. La patogenicidad de 

Salmonella se debe principalmente a su capacidad de sobrevivir dentro de células 

fagocíticas profesionales como macrófagos, polimorfonucleares y células dendríticas, 

las cuales participarían como vectores de diseminación dentro de un hospedero 

infectado. En la literatura se han descrito en detalle los mecanismos utilizados por 

Salmonella para adaptarse a las condiciones adversas dentro de los macrófagos, entre 

los cuales destacan diversos factores de virulencia como los T3SS-1 y T3SS-2. Sin 

embargo, el rol de estos factores en otros estadios del ciclo infectivo de Salmonella ha 

sido menos caracterizado. 

 En su ciclo de vida de Salmonella se ve expuesta al medio ambiente, donde 

interactúa con diversos organismos, incluyendo plantas, otras bacterias, hongos y 

protozoos. Las amebas se encuentran dentro de la familia de los protozoos. Estos 

organismos son células eucariontes unicelulares que viven en suelos de bosques y cursos 

de agua y se alimentan de bacterias y hongos mediante mecanismos de fagocitosis 
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similares a las células fagocíticas profesionales de mamíferos. En la literatura se ha 

demostrado que diferentes bacterias (por ejemplo L. pneumophila y especies de 

Mycobacterium) utilizan mecanismos moleculares similares para sobrevivir dentro de 

macrófagos murinos y amebas (Salah et al., 2009; Escoll et al., 2013). 

 Salmonella utiliza los T3SS codificados en las SPI-1 y SPI-2 y sus proteínas 

efectoras para invadir y sobrevivir dentro de hospederos eucariontes, entre ellos la 

ameba D. discoideum. Se ha demostrado que Salmonella es capaz de invadir y sobrevivir 

al interior de la ameba dentro de un compartimento vacuolar. Los efectores SifA y SopB 

son fundamentales para la supervivencia de Salmonella al interior de D. discoideum y 

para la generación de una SCV madura en este organismo (Valenzuela et al., 2020). 

Recientemente, en nuestro grupo también se ha evaluado la importancia de distintos 

efectores de los T3SS en la supervivencia de Salmonella en D. discoideum, siendo 

relevantes los efectores SopF y SipA, secretados por el T3SS-1, y los efectores SseG y 

SseF, secretados por el T3SS-2 (Vera, 2020; Ortega, 2021). Dichos estudios también han 

demostrado la importancia de los efectores SopF, SseG y SseF en la dinámica del 

compartimento vacuolar donde reside Salmonella, y en los procesos autofágicos, en el 

caso de los efectores SopB, SptP y SteC,(Salas, 2019; Urrutia et al., 2018). En 

consecuencia, es evidente el importante rol de los efectores de los T3SS en los 

mecanismos moleculares involucrados en la supervivencia y mantención de la bacteria 

la interior de la ameba. Los efectores secretados a través del T3SS-2 son especialmente 

relevantes en la biogénesis y maduración de la SCV en distintos hospederos. El estudio 

del rol de estos efectores es crucial para la comprensión de los mecanismos utilizados 

por Salmonella para sobrevivir en D. discoideum y, por lo tanto, tener un conocimiento 
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más acabado de la interacción de la bacteria con hospederos no humanos en el medio 

ambiente. 

7.1.- Producción de la proteína efectora SseJ de Salmonella Typhimurium y 

secreción al medio de cultivo 

 La secreción y translocación de las proteínas efectoras de Salmonella ha sido 

ampliamente estudiada, siendo SseJ uno de los efectores mejor caracterizados. La 

secreción y translocación de SseJ es dependiente del T3SS-2 y esto ha sido demostrado 

gracias al uso de distintos dominios de proteínas fusionados al efector. Entre ellos la 

fusión a HA para analizar la secreción al medio de cultivo mediante inmunodetección 

(Yu et al., 2010; Niemann et al., 2011; Yu et. al, 2018) y CyaA’ en el caso de la 

translocación al citoplasma del hospedero mediante la medición de los niveles de AMPc 

(Miao y Miller, 2000). Sin embargo, el estudio de la secreción de SseJ al medio de cultivo 

mediante fusiones a CyaA’ no ha sido reportada en la literatura. 

 Con la intención de demostrar la producción y secreción del efector del T3SS-2 

al medio de cultivo y su translocación al citoplasma de D. discoideum, se construyó una 

fusión de SseJ a CyaA’, generándose las cepas derivadas de S. Typhimurium portadoras 

de construcciones génicas, una plasmidial y otra cromosomal, que permitirían la 

caracterización de la translocación del efector al citoplasma de la ameba. Para ambos 

tipos de construcciones, también se utilizaron cepas portadoras de mutaciones en los 

genes invA y ssaD, los cuales codifican componentes estructurales esenciales de los 

T3SS-1 y T3SS-2, respectivamente. De esta forma, estas mutantes carecerían de la 

capacidad de secretar y translocar sus respectivos efectores, por lo que son de utilidad 

para determinar el T3SS por el cual es secretada una proteína efectora. 
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 En primera instancia, se construyó el plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’, con el 

cual se transformó a la cepa silvestre de S. Typhimurium 14028s. Este plasmidio porta 

las secuencias necesarias para la producción de la proteína SseJ-CyaA’ cuando la cepa 

se encuentra en presencia de IPTG (Figura 14). Se logró detectar la proteína de fusión 

mediante western blot, fenotipo atribuible a la presencia del plasmidio y de IPTG en 

el medio de cultivo, pues dicho patrón de banda no se inmunodetectó en la cepa 

portadora del plasmidio cultivada en ausencia de IPTG y en la cepa silvestre no 

portadora del plasmidio. Además, durante la inmunodetección de la fusión SseJ-CyaA’ 

se observaron bandas de interacción inespecífica solamente en la cepa portadora del 

plasmidio inducidas con IPTG. Dichas bandas son atribuibles a la producción de la 

proteína de fusión y no a la interacción del anticuerpo con otra proteína bacteriana, 

pues en ese caso se observarían bandas inespecíficas también en la cepa silvestre y en 

la cepa portadora del plasmidio cultivada en ausencia de IPTG. Al ser estas bandas de 

una masa molecular menor a la proteína de fusión, podrían deberse a la detección de 

algún producto de degradación proteolítica del antígeno utilizado y/o de la proteína 

de fusión. También se concluyó que estas bandas inesperadas son atribuibles al 

anticuerpo primario, pues en un experimento control se realizó la incubación de las 

muestras de lisados de cultivos suplementados con IPTG únicamente con el anticuerpo 

secundario, sin obtenerse señal alguna al revelar (datos no incluidos). 

 La proteína SseJ-CyaA’ producida desde el plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’ 

también se secretó al medio de cultivo de forma dependiente del T3SS-2 (Figura 15). 

La proteína de interés se detectó en los sobrenadantes de cultivo de la cepa silvestre 

y de la mutante ΔinvA transformadas con el plasmidio, no así en la mutante ΔssaD 
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transformada con el plasmidio. Interesantemente, estos experimentos se realizaron en 

medio rico y aun así se observó secreción del efector SseJ al medio de cultivo. La 

expresión de los genes asociados a los T3SS se realiza en condiciones de cultivos 

específicas (ver Sección 5.10.1): la de los genes asociados a la SPI-2 específicamente, 

en carencia de nutrientes y a pH levemente ácido. El hecho que SseJ sea secretado al 

medio de cultivo en las condiciones ensayadas y que esta secreción sea dependiente 

del T3SS-2 indicaría que hay una producción basal de los componentes del T3SS-2 en 

las condiciones experimentales evaluadas. 

 Con respecto a las fusiones cromosomales, éstas se generaron mediante una 

metodología desarrollada en nuestro laboratorio para obtener fusiones a efectores 

carentes de marcador de selección (Fernández et al., 2021). La ventaja de escindir el 

marcador de selección de las secuencias que portan la fusión es que se evitan los 

posibles efectos polares indeseados debido a la sobreexpresión del marcador de 

selección. Esto es particularmente útil para fusiones generadas en alelos ubicados en 

operones. En el caso de la proteína SseJ, ésta se encuentra codificada en el gen sseJ 

(STM14_1974) localizado fuera de la SPI-2, por lo que es improbable que la presencia 

del marcador de selección generara efectos polares indeseados. Sin embargo, se 

decidió retirar el cassette de resistencia a Kan de la cepa sseJ_cyaA’-Kan, pues el 

mismo marcador de selección se encuentra presente en las cepas ΔinvA::Kan y 

ΔssaD::Kan, por lo que la presencia de este en la cepa receptora impediría una 

selección efectiva de las transductantes al cultivarlas en placas de agar LB 

suplementadas con Kan (ver Sección 5.9.2.3). 
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 Se confirmó la producción de la proteína SseJ-CyaA’ a partir de la fusión 

cromosomal en condiciones inductoras de los genes de la SPI-2 (Figura 16). Estos 

resultados indican que, como se esperaba, el alelo que codifica la fusión responde a 

las señales ambientales que regulan la expresión del gen sseJ silvestre en 

S. Typhimurium. Si bien, se corroboró la producción de este efector mediante la 

inducción de los genes de la SPI-2, no se detectó la fusión en ensayos de secreción in 

vitro llevados a cabo con las cepas portadoras de la fusión cromosomal (datos no 

mostrados). Con este fin se utilizaron dos metodologías distintas: mediante la 

obtención de proteínas de los sobrenadantes recuperados de los cultivos bacterianos 

realizados (ver Sección 5.10.1) y según la metodología descrita por Yu y colaboradores 

(Yu et al., 2010), con algunas modificaciones. En este trabajo se postula que Salmonella 

induce la translocación de los efectores del T3SS-2 mediante la detección de los 

cambios de pH en el medio. El modelo de los mecanismos de ensamblaje del T3SS-2 y 

la secreción de sus proteínas efectoras contempla que la secreción de éstos no ocurre 

hasta que Salmonella detecta un cambio de pH en el medio. Dentro de la SCV, la 

bacteria está expuesta a pH moderadamente ácido (pH 5.0), señal que induce la 

expresión de los componentes estructurales del T3SS-2. A este pH se ensambla el 

cuerpo basal del sistema de secreción, la aguja y el translocón, mientras que la 

secreción de los efectores se reprime. Una vez formado el translocón, la bacteria 

detecta el pH cercano al neutro del citoplasma de la célula hospedera (pH 7.2) 

mediante un mecanismo desconocido y se desencadena la translocación de los 

efectores. La estimulación de este proceso puede realizarse in vitro exponiendo a la 

bacteria a pH 5,0 para inducir el ensamblaje del T3SS y la secreción de las proteínas 

del translocón, para posteriormente aumentar el pH del ambiente a 7.2, suprimiendo 
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la secreción del translocón y permitiendo la secreción de las proteínas efectoras (Yu et 

al., 2010). En los resultados del estudio mencionado se utilizó una fusión de SseJ a HA, 

demostrando su secreción al medio de cultivo realizando el cambio de pH descrito. La 

misma metodología se utilizó para evaluar la secreción de la fusión SseJ-CyaA’ en esta 

tesis, pero desafortunadamente no se logró inmunodetectar la fusión en los 

sobrenadantes de los cultivos (datos no mostrados). Al compararse los resultados 

obtenidos por Yu y colaboradores (Yu et al., 2010; Yu et al., 2018) con los obtenidos en 

esta tesis (Figura 16), se observa que la cantidad de fusión detectada en los lisados 

bacterianos obtenidos en este trabajo es mucho menor que la reportada en la literatura 

citada, considerando, además, que la biomasa utilizada en las publicaciones de Yu es 

la mitad de la utilizada en esta tesis. Esta producción disminuida de la proteína 

SseJ-CyaA’ podría explicar el que no detectado la proteína en los sobrenadantes de 

cultivo. Esta hipótesis también podría sustentarse en el hecho que en los experimentos 

de secreción in vitro realizados con las cepas portadoras del plasmidio 

pMMB207::sseJ-cyaA’, en los que sí se detectó la proteína de fusión SseJ-CyaA’ en los 

sobrenadantes de cultivo, se reveló una mayor cantidad de la fusión en los lisados 

bacterianos (la biomasa utilizada en los lisados de ambos ensayos fue la misma). De 

esta forma, habría una mayor secreción de SseJ debido a la mayor cantidad de proteína 

producida. Por otra parte, las condiciones inductoras de los genes de la SPI-2 utilizadas 

en nuestro laboratorio contemplan el uso de medio mínimo N ajustado a pH 5,8, por lo 

que el cambio de pH utilizado en esta tesis fue de 5.8 a 7.2. En el caso del trabajo de 

Yu, el medio de cultivo utilizado fue MgM-MES ajustado a pH 5.0, el cual contiene los 

mismos componentes que el medio mínimo N, pero en concentraciones levemente 

distintas. Podría ser que el pH utilizado al inicio de nuestro experimento no fuera lo 
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suficientemente ácido para inducir una expresión mayor de los genes asociados al 

T3SS-2 o que la diferencia en la concentración de sales entre el medio mínimo N y el 

MgM-MES hiciera la diferencia al momento de inducir la expresión de los genes 

asociados al T3SS-2. Otro factor para considerar es el epítope utilizado para generar la 

fusión al efector. En el caso del trabajo de Yu, el epítope utilizado fue HA, por lo que 

podría ser que la diferencia entre ambos HA y CyaA’ afectara la secreción a través del 

aparato del T3SS-2, aunque a juzgar por los resultados obtenidos en los ensayos de 

secreción in vitro utilizando las cepas portadoras del plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’. 

Este factor podría descartarse, pues en este caso se observa una inmunodetección de 

la fusión en el medio de cultivo, lo cual está asociado a la secreción del efector a través 

del T3SS-2. De todas maneras, sería interesante caracterizar la secreción in vitro de 

una fusión de efectores a CyaA’, emulando de manera más rigurosa las condiciones 

descritas en la literatura. 

7.2.- Translocación de la proteína efectora SseJ de S. Typhimurium al citoplasma 

de D. discoideum 

 Uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar la translocación del 

efector SseJ de S. Typhimurium al citoplasma de D. discoideum mediante la 

inmunodetección de la fusión SseJ-CyaA’ en la fracción citoplasmática obtenida a partir 

de una infección de la ameba con la bacteria. 

 La translocación dependiente del T3SS-2 del efector SseJ se demostró por 

primera vez utilizando una fusión a CyaA’ durante la infección macrófagos RAW264.7 

con S. Typhimurium, donde se evaluaron los niveles de AMPc para determinar la 

translocación (Miao y Miller, 2000). Posteriormente, el uso de una fusión de SseJ a HA 
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permitió evaluar la translocación a células HeLa y macrófagos RAW264.7 mediante 

inmunofluorescencia, confirmando que el efector se localiza en la cara externa de la 

membrana de la SCV durante la infección (Freeman et al., 2003). Por otra parte, el uso 

de una fusión CyaA’ a proteínas efectoras de Legionella pneumophila permitió la 

evaluación de su translocación al citoplasma de D. discoideum mediante la medición 

de los niveles de AMPc (de Felipe et al., 2005). 

 En nuestro laboratorio también se utilizaron fusiones de efectores de los T3SS a 

CyaA’ para evaluar su translocación al citoplasma de D. discoideum mediante la 

medición de los niveles de AMPc (Salas, 2019). Estos antecedentes demuestran la 

utilidad de la estrategia del uso de fusiones de CyaA’ a efectores de distintos sistemas 

de secreción para evaluar su translocación a D. discoideum durante la infección. En 

este trabajo, se decidió utilizar la estrategia de la inmunodetección de la fusión 

SseJ-CyaA’ en la fracción citoplasmática de D. discoideum durante la infección. 

Lamentablemente, en las condiciones ensayadas que se utilizaron en este trabajo no 

se pudo confirmar una efectiva translocación, pues no se inmunodetectó el epítope 

CyaA’ en la fracción citoplasmática obtenida tras la lisis de las amebas (Figura 17). 

Esto pudo deberse principalmente a que el tampón de lisis utilizado para obtener la 

fracción citoplasmática de la ameba no fue suplementado con inhibidores de proteasas, 

provocando la degradación de la proteína de fusión mediante las proteasas 

citoplasmáticas de D. discoideum. De todas formas, se han utilizado otro epítopes para 

evaluar la translocación de efectores de los T3SS de Salmonella mediante la 

inmunodetección de fusiones en el citoplasma del hospedero (Cardenal-Muñoz y Ramos-

Morales, 2011), por lo que esta estrategia sería factible bajo las condiciones 
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experimentales adecuadas. Para lograr este objetivo, es necesario ajustar el protocolo 

a una metodología que permita la extracción de proteínas citoplasmáticas de 

D. discoideum, generando una muestra adecuada para su análisis mediante a western 

blot. Si bien no se pudo determinar la translocación del efector SseJ utilizando las 

condiciones descritas, en los ensayos de supervivencia intracelular (ver Sección 5.14) 

se determinó que una mutante ΔsseJ sobrevive menos que la cepa silvestre durante la 

infección de D. discoideum con S. Typhimurium, por lo que el efector SseJ es 

importante para la supervivencia intracelular de la bacteria en la ameba (Figura 19B). 

Este fenotipo indica un rol de esta proteína durante la infección. Este rol depende de 

la translocación del efector, por lo que se esperaría que SseJ sea translocado al 

citoplasma de la ameba para cumplir la función que resulta relevante para la 

supervivencia intracelular de la bacteria durante la infección de D. discoideum. 

 Por otra parte, se inmunodetectó la fusión SseJ-CyaA’ en la fracción asociada a 

los sedimentos bacterianos recuperados desde las co-incubaciones. Puesto que la fusión 

sólo se produce en condiciones inductoras de la expresión de los genes de la SPI-2, tal 

como se demuestra en la Figura 17, los resultados obtenidos indican que el efector 

SseJ se expresa cuando la bacteria se encuentra dentro de la ameba. Esto demuestra 

que D. discoideum entrega las señales ambientales suficientes para que el gen sseJ se 

exprese. Debido a que las señales que inducen la expresión de dicho gen son las mismas 

requeridas para que se expresen los genes asociados a la SPI-2, junto con la evidencia 

que una mutante con el T3SS-2 deshabilitado presenta un defecto en la supervivencia 

intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum (Riquelme et al.,2016), podría 

deducirse que el T3SS-2 es ensamblado al interior de la ameba y que es fundamental 
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para la supervivencia intracelular de la bacteria. Estos antecedentes, junto con la 

evidencia de la importancia del efector SseJ en la supervivencia intracelular de 

Salmonella en la ameba y a que existe producción de éste efector durante la infección, 

sugieren fuertemente que el efector SseJ es producido y translocado al citoplasma de 

D. discoideum durante la infección. 

 Además, se observa una mayor cantidad de la proteína SseJ-CyaA’ luego de 6 h 

post infección, con respecto a lo observado en las muestras obtenidas luego de 3 h post 

infección. Esto se debe principalmente a que después de 6 h luego de infectar, existe 

una mayor cantidad de bacterias internalizadas, existiendo una mayor población de 

bacterias sometidas a las condiciones ambientales necesarias para la producción de 

SseJ-CyaA’. 

7.3.- Rol del efector SseJ en la internalización de S. Typhimurium en D. discoideum 

durante la infección 

 Para analizar la contribución de la proteína efectora SseJ en la internalización 

de S. Typhimurium en D. discoideum, se realizaron ensayos de competencia con una 

mezcla 1:1 la cepa silvestre con la cepa mutante ΔsseJ. Según los resultados obtenidos, 

la cepa mutante se internaliza aproximadamente la mitad de lo que se internaliza la 

cepa silvestre (Figura 19A). De esta manera, se concluye que el efector SseJ sería 

necesario para la internalización de S. Typhimurium en la ameba. Este resultado es 

llamativo considerando que SseJ es un efector secretado por el T3SS-2, por lo cual está 

relacionado con procesos que ocurren una vez internalizada la bacteria en la célula 

hospedera, es decir, a tiempos más tardíos luego de la infección. Por esta razón, 

resultaría interesante analizar otros mecanismos asociados al efector, sobre todo en 
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etapas tempranas de la interacción de Salmonella con D. discoideum y con otros 

hospederos eucariontes. Por otra parte, la cepa mutante ΔaroA presentó una 

internalización relativa comparable con la cepa silvestre (Figura 19A), por lo que 

ambas cepas se internalizan en igual medida. Los resultados obtenidos para la mutante 

ΔaroA son concordantes con otros estudios realizados en el laboratorio (Riquelme et 

al., 2016). 

 Según los resultados obtenidos, el efector SseJ estaría involucrado en la 

internalización de S. Typhimurium en D. discoideum. Sin embargo, para confirmar estas 

observaciones lo ideal hubiera sido realizar experimentos con la cepa mutante ΔsseJ 

complementada en trans, lo cual permitiría confirmar que la deficiencia en la 

internalización relativa observada es consecuencia de la deleción del gen sseJ. 

 

7.4.- Contribución del efector SseJ en la supervivencia intracelular de 

S. Typhimurium en D. discoideum 

 El análisis de la supervivencia intracelular de una cepa bacteriana con una 

deleción de un gen específico mediante ensayos de infección de un hospedero resulta 

de vital importancia para la comprensión del rol del producto de ese gen durante la 

infección. Gracias a estos ensayos de supervivencia se ha logrado identificar distintos 

factores de virulencia relevantes durante la infección. Uno de estos factores es el gen 

sseJ, el cual ha demostrado tener un rol en la supervivencia de S. Typhimurium en 

distintos hospederos eucariontes. Esa importancia se evidencia en una supervivencia 

deficiente de la mutante ΔsseJ de S. Typhimurium en macrófagos murinos (Ruiz-Albert 

et al., 2002; Freeman et al., 2003; Figueira et al., 2013) y en un fenotipo atenuado 
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durante la infección en ratones (Freeman et al., 2003; Ohlson et al., 2005), 

demostrando la importancia del efector SseJ en la supervivencia de Salmonella al 

interior del hospedero. 

 En nuestro laboratorio se han utilizado ampliamente los ensayos de 

supervivencia para dilucidar el rol de distintos genes durante la infección de la ameba 

D. discoideum. De esta manera, se ha revelado la importancia de los T3SS-1 y T3SS-2 y 

de algunos de sus efectores en la supervivencia intracelular de S. Typhimurium en la 

ameba. En este estudio se evaluó la importancia del efector SseJ en la supervivencia 

intracelular durante la interacción de la bacteria con la ameba. 

 Para evaluar el rol del efector SseJ en la supervivencia de Salmonella en 

D. discoideum, se realizaron ensayos de infección por competencia entre la mutante 

ΔsseJ y la cepa silvestre de S. Typhimurium. En los resultados obtenidos, la mutante 

mostró una supervivencia intracelular deficiente luego de 1 y 6 h de infección 

(Figura 19B). Una hora luego de la infección la mutante ΔsseJ sobrevivió 

aproximadamente dos veces menos que la cepa silvestre. Este menor título de mutantes 

intracelulares a tiempos cortos post infección puede deberse a la internalización 

disminuida que presenta la bacteria con respecto a la cepa silvestre (Figura 19A) y al 

rol que tendría este efector durante tiempos tempranos de la infección. Posiblemente, 

al ser un efector que participa en la biogénesis y establecimiento de la SCV mediante 

la modificación de los lípidos del hospedero, se impediría un normal desarrollo y 

establecimiento de este compartimento, comprometiendo la supervivencia de 

Salmonella al interior del hospedero al no encontrarse al interior de un nicho 

replicativo óptimo. A las 6 h transcurridas luego de la infección se observó que la 
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mutante ΔsseJ sobrevive aproximadamente 2,5 veces menos que la cepa silvestre, 

evidenciando una supervivencia intracelular deficiente a tiempos más largos de 

infección. SseJ participa activamente de la consolidación de la SCV y de la formación 

de SIFs, estructuras membranosas establecidas como una red que permiten el acceso 

de la bacteria a nutrientes indispensables para su supervivencia cuando se encuentra 

al interior de la SCV (Liss et al., 2017). Podría hipotetizarse que este fenómeno 

observado en otras células fagocíticas, como macrófagos RAW264.7, también ocurre al 

interior de la ameba y, de la misma forma, al no consolidarse la red de estructuras 

membranosas que le permiten el acceso a Salmonella a nutrientes debido a la ausencia 

del efector SseJ, la bacteria tendría problemas para sobrevivir intracelularmente a 

tiempos más largos post infección. Finalmente, la menor supervivencia intracelular que 

presenta la mutante ΔsseJ al interior de la ameba D. discoideum podría deberse a fallas 

en el establecimiento de la SCV como nicho replicativo y a la falta de acceso a 

nutrientes por parte de la bacteria debido a defectos en el establecimiento de las redes 

de estructuras membranosas que le permiten sobrevivir al interior de la SCV. 

 En el caso de la mutante ΔaroA, se observó una menor supervivencia a las 3 y 6 

h post infección. Esta cepa mutante presenta deficiencias en la biosíntesis de 

compuestos aromáticos y defectos estructurales en la pared celular y en la membrana 

externa, que finalmente causan defectos en la supervivencia intracelular en distintos 

modelos de infección previamente descritos (Ruiz-Albert et al., 2002; Freeman et al., 

2003; Figueira et al., 2013). Estos resultados son concordantes con estudios previos del 

laboratorio (Riquelme et al., 2016; Urrutia et al., 2018), validando los ensayos 

realizados en este trabajo. 
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 Finalmente, los resultados presentados indican que SseJ es requerido para la 

supervivencia intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum. Sin embargo, para 

corroborar este fenotipo es necesario realizar experimentos adicionales con la cepa 

mutante complementada en trans. Esta complementación evidenciaría si la deficiencia 

en la supervivencia intracelular de la cepa mutante ΔsseJ de S. Typhimurium es 

producida por la deleción del gen sseJ, pues se observaría una recuperación de la 

supervivencia intracelular de la bacteria. 

 En consecuencia, con los datos presentados, este trabajo permite describir de 

manera más acabada el uso de proteínas de fusión para caracterizar la secreción y 

translocación de proteínas efectoras de los T3SS. Por otra parte, el conocimiento más 

detallado de la interacción de S. Typhimurium con amebas, resulta de utilidad para 

comprender el ciclo de vida de Salmonella en el medio ambiente. La potencial 

importancia de la generación de estos antecedentes radica en la posibilidad del 

desarrollo de estrategias de control de diseminación de Salmonella, al intervenir a nivel 

de los organismos en donde reside la bacteria. 
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8.- CONCLUSIONES 

 

• El efector SseJ de S. Typhimurium se produce en respuesta a las señales 

ambientales que inducen la expresión de la SPI-2 y es secretado in vitro a 

través del T3SS-2. 

 

• El efector SseJ de S. Typhimurium es producido cuando la bacteria reside al 

interior de la ameba D. discoideum. Sin embargo, no se logró confirmar 

experimentalmente la translocación del efector al citoplasma de la ameba 

durante la infección. 

 

• El efector SseJ contribuye a la internalización de S. Typhimurium en 

D. discoideum y es requerido para la supervivencia intracelular de la bacteria 

en esta ameba. 
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