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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 secrecion de tipo 3 (T3SS) y sus proteinas
efectoras (también llamadas “efectores”), codificados en islas de patogenicidad de
Salmonella (SPIs) o en otras zonas del genoma. Los T3SS mas 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
internalizacion, y la formacion de estructuras conocidas como “filamentos inducidos
por Salmonella” (SIFs), proyecciones membranosas que irradian desde la SCV y que se

relacionan a la replicacion intracelular de la bacteria.

SseJ es un efector translocado al citoplasma de la célula hospedera mediante el T3SS-2.
Esta relacionado a la formacion de los SIFs mediante la modificacion de la composicion
lipidica de la SCV, permitiendo la proyeccion de estas estructuras membranosas.
Asimismo, se ha reportado que una mutante AsseJ de S. Typhimurium presenta defectos
en la supervivencia intracelular en macréfagos murinos y es atenuada en ratones. Sin
embargo, no se ha estudiado el papel de este efector durante la interaccion de
Salmonella con hospederos alternativos. En este trabajo, se planted dilucidar si el
efector SseJ es producido y translocado al citoplasma de D. discoideum durante la
infeccion 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 secrecion de SseJ, se construyo el plasmidio pMMB207::sseJ cyaA’
que codifica una fusion de este efector con el reportero CyaA’. Este plasmidio se
transformo en S. Typhimurium silvestre y en mutantes que poseen inactivado el T3SS-1
0 T3SS-2. Los resultados obtenidos confirmaron que SseJ es secretado in vitro a través
del T3SS-2. Por otra parte, se evalud la expresion y produccion del efector SseJ bajo
condiciones inductoras de los genes asociados a SPI-1 y SPI-2 mediante la construccion
una fusion génica cromosomal del gen sseJ al reportero cyaA’. Nuestros resultados
mostraron que la fusion se produce en respuesta a las sefales ambientales que
normalmente regulan la expresion del gen sseJ. Ademas, se evaludé mediante western
blot la produccion de SseJ-CyaA’ desde la fusion cromosomal durante la infeccion de
D. discoideum. La proteina de fusion se detectoé en bacterias intracelulares recuperadas
desde amebas luego de 3 y 6 horas de infeccion, confirmando que dentro de
D. discoideum existen las condiciones necesarias para la expresion y produccion del
efector. A pesar de esto, no fue posible confirmar experimentalmente la translocacion
de la proteina de fusion desde la bacteria al citoplasma de la ameba durante el proceso
infectivo. Finalmente, para evaluar el rol de SseJ en la interaccion de S. Typhimurium
y D. discoideum se realizaron ensayos de competencia donde se compard la
supervivencia intracelular de una mutante AsseJ y de la cepa silvestre en esta ameba.
Nuestros resultados mostraron que la mutante AsseJ presenta defectos de
supervivencia intracelular en D. discoideum a partir de 1 hora post infeccion. 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 AsseJ 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 SPl-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 AsseJ mutant and the wild-type strain in this amoeba. Our results showed that the
AsseJ 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.- INTRODUCCION

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 Ultima se divide en 6
subespecies: arizonae, diarizonae, enterica, houtenae, indica y salamae (Brenner et
al., 2000). Dentro del género Salmonella se describen mas de 2500 serovares,
diferenciandose éstos en sus propiedades bioquimicas y seroldgicas. La clasificacion
actual de los serotipos se basa en variaciones antigénicas del lipopolisacarido (antigeno
0) y el flagelo (antigeno H) y en la presencia o ausencia de la capsula de virulencia

(antigeno Vi) (Canals et al., 2011).

Con respecto a su importancia clinica, los serovares de Salmonella enterica
subespecie enterica corresponden al agente etioldgico 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 fria. Sin embargo, se han reportado casos de infecciones
esporadicas en seres humanos (Canals et al., 2011). Los distintos serovares de
Salmonella presentan diferente especificidad de hospedero y causan manifestaciones
clinicas 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



otros infectan a un hospedero especifico, como S. Typhi y S. Gallinarum, que causan
enfermedad sistémica solo en seres humanos y aves, respectivamente (Canals et al.,

2011).

Cada ano se presenta una gran cantidad de casos de salmonelosis,
produciéndose la muerte de cientos de miles de personas nivel mundial. Los principales
cuadros clinicos provocados por la bacteria son la enteritis, causada por los serovares
no tifoideos, y la fiebre tifoidea, infeccion sistémica producida por los serovares
tifoideos. En algunos casos, los serovares no tifoideos provocan patologias sistémicas
en individuos inmunodeprimidos, lo cual es especialmente relevante en regiones de
Africa subsahariana, donde un alto porcentaje de la poblacion 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 acido estomacal para luego colonizar el tracto intestinal.
La bacteria invade el epitelio del intestino delgado e ingresa al subepitelio, donde es
fagocitada por los macréfagos residentes a los que, eventualmente, utiliza como
vehiculo para diseminarse por el organismo a través del sistema reticuloendotelial
(Figura 1). La supervivencia en el interior de las células fagociticas y el subsecuente
transporte de la bacteria permite el desarrollo de la infeccion sistémica. En el caso de
la enteritis, ésta se desarrolla debido a una respuesta inflamatoria local en el intestino
provocada por la infiltracion de linfocitos polimorfonucleares y la secrecion de
citoquinas proinflamatorias, teniendo como consecuencia la inflamacion 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
ingestion de la bacteria mediante la via fecal-oral. La bacteria llega al estdbmago, sobrevive al
pH acido y alcanza el intestino delgado, donde invade el epitelio intestinal, ingresa al
subepitelio y es fagocitada por los macrafagos residentes. Estos, eventualmente, actuaran como
vehiculos de diseminacion, generandose la infeccion sistémica (Haraga et al., 2008).

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

sus efectores

La evolucidon de Salmonella como patégeno se ha estudiado extensamente
durante las ultimas décadas, caracterizandose los mecanismos moleculares que
permiten la interaccion de la bacteria con distintos hospederos. Salmonella enterica
serovar Typhimurium (S. Typhimurium) ha sido uno de los modelos de estudio mas
utilizados, analizandose su interaccion 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 tamafo con evidencia

de haber sido adquiridos mediante eventos de transferencia horizontal (Baumler, 1997;



Groisman y Ochman, 1997). Estos elementos genéticos son conocidos como Islas de
Patogenicidad de Salmonella (SPIs) y estan 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. Solo 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 mas estudiadas corresponden a las SPI-1 y SPI-2, debido a que son
esenciales para la patogenicidad de la bacteria. Ambas codifican sistemas de secrecion
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 proteinas conocidas como “efectores”, los cuales resultan de vital
importancia en las distintas etapas de la infeccion (Galan y Curtiss, 1989). EL T355-1 es
esencial para la invasion de las células hospederas, tanto epiteliales como macrofagos,
durante la fase intestinal de la infeccion (Galan y Curtiss, 1989; Alpuche-Aranda et al.,
1994; Jones et al., 1994). El contacto de la bacteria con la membrana plasmatica de
las células epiteliales desencadena la activacion de este sistema de secrecion. Como
consecuencia de esta activacion, se inyectan las proteinas efectoras desde el
citoplasma de la bacteria al citoplasma de la célula que esta siendo infectada, cruzando
tanto las membranas de la bacteria como la membrana plasmatica de la célula epitelial
(Figura 2). Estos efectores orquestan los mecanismos que permiten el ingreso de la
bacteria, produciéndose la invasion de la célula hospedera (Hardt et al., 1998; Patel y

Galan, 2006). Los efectores del T3SS-1 también son esenciales para la invasion y la



supervivencia de Salmonella en macrofagos, utilizando estas células fagociticas como
vehiculos de diseminacion y permitiendo el eventual desarrollo de una infeccion
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 expresion del T3SS-2 es activada tras la internalizacion de la
bacteria en respuesta a la deprivacion de nutrientes y al pH moderadamente acido 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 proteinas efectoras resultan
esenciales para la generacion, maduracién y mantenimiento de la SCV (Figura 3),
ademas 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 replicacion y la supervivencia intracelular de
Salmonella luego de su ingreso al hospedero (Hensel et al., 1995). Hasta la fecha, se
han descrito mas de 20 efectores secretados por el T355-2, la mayoria de los cuales
estan relacionados a la consolidacion 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 secrecion 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
invasion de las células epiteliales. La SPI-1 se expresa en respuesta a condiciones ambientales
que existen en el intestino. El T35S-2 cobra importancia durante la invasion de macrofagos,
donde es fundamental para la supervivencia intracelular y el desarrollo, maduracion y
mantenimiento de la SCV, compartimento membranoso donde reside la bacteria internalizada
y que utiliza como nicho replicativo. La expresion de la SPI-2 es estimulada por la deprivacion
de nutrientes y el pH levemente acido, condiciones que se dan dentro de la SCV luego de la
internalizacion.

La biogénesis de la SCV se clasifica en 3 etapas: temprana, intermedia y tardia
(0 a 30 min, 30 min a 5 h y posterior a 5 h luego de ocurrida la infeccion,
respectivamente) (Steele-Mortimer et al., 1999). Durante la primera etapa la vacuola
interacciona con los endosomas tempranos, lo que es evidenciado por la adquisicion de
marcadores de la via endosomal temprana en la membrana de la SCV, tales como el
antigeno-1y la GTPasa pequeia Rab5 (Steele-Mortimer et al., 1999; Smith et al., 2005).

Estos marcadores luego son reemplazados por glicoproteinas asociadas a la membrana



de los lisosomas (LAMPs) aproximadamente desde los 20 min hasta varias horas
transcurrida la infeccion. Ademas, durante la etapa tardia se incorporan a la membrana
de la SCV CD63, la proteina precursora de la fosfatasa acida 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 relacién entre la SCV y el reticulo endoplasmatico
evidencian una relacion entre este compartimento y el trafico endosomal (Knodler y

Steele-Mortimer, 2003).

Dentro de la SCV, Salmonella altera el contenido lipidico y proteico de este
compartimento por medio de los efectores del T3SS-2. Esto desencadena el movimiento
de la SCV a través de los microtUbulos y cambios en la morfologia celular, como la
formacion de “filamentos inducidos por Salmonella” (SIFs) en la membrana vacuolar,
ademas de polimerizacion 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 manipulacion de los mecanismos
fisiologicos del hospedero. El efector SifA permite la interaccion de la SCV con la red
microtubular (Boucrot et al., 2005), PipB2 une la SCV a kinesina, proteina que forma
los motores moleculares, permitiendo el transporte a lo largo de los microtubulos y la
extension de los SIFs (Henry et al., 2006). Otros efectores modulan la membrana
vacuolar y su contenido proteico mediante la regulacion de elementos del citoesqueleto
como microtubulos 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 internalizacion de Salmonella

contribuyen a las modificaciones lipidicas y proteicas de esta vacuola.



T38S2
e

e — e

Needle Basal
Translocon  filament body
r A - (_/\‘_\ f—A

CigR GogB GtgA PipB SifA
SifB SopD2 SpiC SpvB Srf]
SseF SseG Ssel Ssef SseK1
SseK2 SseK3 Ssel. SspH2
SteB SteC SteD

VTR GigE PipB2 SIrP @
S:)PPA SopD SpvC SpvD
SopB SspHI SteA SteE

SopE

SpiC/Ssal/SsaM

Salmonelia
cytosol

r

Translocon <

= Salmonella
l Extracellular invading

Needle < space

|
filament
T3SS1
|
|

Salmonella-
containing
vacuole
Salmonella Host cell
| cytosol N J

Figura 3.- Estructura de los sistemas de secrecion de tipo 3 y sus efectores. Los T3SS son
complejos macromoleculares de naturaleza proteica que permiten la inyeccion de proteinas
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 periplasmatico y la membrana externa de
la bacteria, una aguja que cruza el espacio extracelular entre la bacteria y el hospedero, y un
translocon 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 secrecion y cumplen distintos papeles durante la invasion y supervivencia intracelular del
patogeno en el hospedero (Ramos-Morales, 2012).

Por ejemplo, SopB reduce los niveles de lipidos de carga negativa de la superficie de la
SCV, provocando la disociacion de proteinas del trafico endocitico de la vacuola
(Bakowski et al., 2010). Por su parte, SipA promueve la estabilizacion 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 dinamica 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 mas 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 modificacion de la membrana de la SCV y/o reclutamiento y regulacion
de la actividad de motores microtubulares (Figueira y Holden, 2012; van der Heijdeny

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

Los motores moleculares permiten el transporte a lo largo de los microtubulos
y la extension de los SIFs (Henry et al., 2006). Otros efectores modulan la membrana
vacuolar y su contenido proteico mediante la regulacion de elementos del citoesqueleto
como microtubulos 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 internalizacion de Salmonella
contribuyen a las modificaciones lipidicas y proteicas de esta vacuola. Por ejemplo,
SopB reduce los niveles de lipidos de carga negativa de la superficie de la SCV,
provocando la disociacion de proteinas del trafico endocitico de la vacuola (Bakowski
et al., 2010). Por su parte, SipA promueve la estabilizacion 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 dinamica 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 mas 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 modificacion de la membrana de la SCV y/o reclutamiento y regulacion
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).
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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 lipidico y proteico de la célula hospedera mediante los efectores del
T3SS-2. Esto genera un cambio en la morfologia de los compartimentos membranosos
intracelulares, como la generacion de SIFs, que corresponden a prolongaciones membranosas
que irradian desde la SCV. Para su formacion, los efectores manipulan a los componentes
proteicos encargados del trafico intracelular, como los microtibulos y los motores moleculares
kinesina y dineina, permitiendo la prolongacion de la membrana de la SCV a lo largo de los
microtUbulos de la célula hospedera. Se cree que estas prolongaciones permitirian 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 dinamicas que corresponden a prolongaciones
membranosas que irradian desde la SCV, extendiéndose a lo largo de los microtubulos.
Su funcidén aln es investigada, pero la evidencia de una atenuacion de la virulencia de
una mutante AsifA de S. Typhimurium, efector requerido para la formacion de SIFs,
sugiere una relacion entre la formacion de estas estructuras y la virulencia de la
bacteria (Beuzon et al., 2000). Ademas, la formacion de SIFs en células Hela infectadas
se relaciona con una mayor tasa de replicacion intracelular de S. Typhimurium
(Birmingham et al., 2005). Una hipotesis sobre la funcion 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 permitiria la replicacion intravacuolar y la expansion 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 vesiculas 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 rapido
al material endocitado, fenomeno dependiente del T3SS-2 (Krieger et al., 2014; Liss et
al., 2017). También se ha reportado que S. Typhimurium es mas activa
metabdlicamente cuando reside dentro de una SCV conectada a la red de SIFs que
cuando se encuentra en una SCV sin conexion con dicha red (Liss et al., 2017). En
conjunto, esta evidencia sugiere que S. Typhimurium manipula el sistema endocitico

de la célula hospedera para formar la red de SIFs, utilizandolos para acceder a los
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nutrientes y expandir su nicho replicativo. Otra hipotesis propone que la
interconectividad de la SCV con los SIFs reduciria la exposicion de la bacteria a las
enzimas lisosomales adquiridas por la fusion de lisosomas con la SCV (Knuff y Finlay,

2017).

Dentro de los efectores del T355-2 que modulan la dinamica de los SIFs, SseJ es
uno de los mas caracterizados. Esta proteina es codificada por el gen sseJ
(STM14_1974), que esta 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 AsseJ de S. Typhimurium
presenta un defecto en la replicacion intracelular en macrofagos 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 tendria un papel importante
en la supervivencia al interior del hospedero. Este efector presenta multiples
actividades enzimaticas: fosfolipasa A1 (PLAT), desacilasa y
glicerofosfolipido:colesterol aciltransferasa (GCAT). A partir de esta Ultima actividad
se obtienen lisofosfolipidos y ésteres de colesterol (CEs) como productos, alterando la
composicion lipidica 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 movilizacion
de colesterol y la acumulacion 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 infeccion en ratones también puede observarse al realizar

mutaciones puntuales en los residuos conservados de una triada catalitica (Ser151,
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Asp247 e His384), esencial para las todas las actividades enzimaticas de SseJ. Ademas,
al utilizar esta proteina purificada se ha observado reduccién en la formacion de CEs

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

Ocurrida la translocacion de SseJ al citoplasma de la célula hospedera mediante
el T3SS-2, el efector se localiza en la cara citoplasmatica 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 ectopicamente en células Hela co-localiza con vesiculas
endociticas (Ruiz-Albert et al., 2002; Ohlson et al., 2008). Por otra parte, se ha
reportado que mutantes cataliticas de SseJ igualmente se localizan en estos
compartimentos membranosos, evidenciando que su localizacion subcelular es
independiente de su actividad enzimatica (Ruiz-Albert et al., 2002; Ohlson et al.,
2005). La actividad enzimatica de SseJ es responsable de la agregacion y formacion 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
estaria implicado en la agregacion de vesiculas. Ademas de eso, mediante el uso de
sondas fluorescentes se ha evidenciado la acumulacion 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 acumulacion de
CEs asociado a las LDs en el citoplasma se debe a la modificacion del contenido de
colesterol y fosfolipidos en las membranas, contribuyendo a los cambios morfologicos
de los organelos membranosos, tales como el aparato de Golgi y el sistema endosomal

(Christen et al., 2009).
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Estudios mas recientes han reportado que SseJ recluta a la proteina del
hospedero OSBP1 a la SCV (Kolodziejek et al., 2019). OSBP1 es un transportador lipidico
que media el intercambio de esteroles con fosfdatilidinositol 4-fosfato (PI4P) entre el
complejo de Golgi y el reticulo endoplasmatico, siendo de vital importancia para el
intercambio lipidico entre los compartimentos membranosos intracelulares. El
silenciamiento de OSBP1 durante la infeccion de células HeLa con Salmonella induce la
pérdida de la integridad de la membrana de la SCV, produciendo la liberacion de la
bacteria al citoplasma de la célula hospedera. Esto evidencia el rol crucial de esta
proteina para la estabilizacion de la SCV, por lo que se cree que OSBP1 podria proveer
los lipidos necesarios para dicha estabilizacion (Kolodziejek et al., 2019). Por otra
parte, también se ha analizado el rol de SseJ en la interferencia de otras vias del
hospedero asociadas con el transporte de lipidos. Se reportd que SseJ se relaciona con
la disminucion de los niveles del transcrito de Abca? en macrofagos (Greene et al.,
2021). ABCAT1 es un transportador de lipidos que media la translocacion de fosfolipidos
y colesterol desde el citoplasma al medio extracelular mediante la transferencia de
dichos lipidos a las apolipoproteinas durante la sintesis de HDL, por lo que la
disminucion de este transportador tendria como consecuencia un aumento del
colesterol intracelular. Por esta razon, se cree que el mecanismo mediante el cual SseJ
induce la acumulacion de colesterol es mediante la supresion del transportador ABCA1.
Ademas, este incremento de colesterol en el citoplasma se relaciona con el aumento
de la supervivencia intracelular durante la infeccion de Salmonella, evidenciando el
importante rol que tiene la manipulacion del contenido lipidico del hospedero por parte
de la bacteria (Greene et al., 2021). Estos estudios dan luces sobre los mecanismos

utilizados por SseJ para la manipulacion de los lipidos del hospedero y de la importancia
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de esta manipulacion durante la infeccion. A pesar de esto, se desconoce el mecanismo
por el cual los lipidos modificados inducen cambios en las membranas, asi como la
alteracion del ambiente de los lipidos y el subsecuente reclutamiento de otras proteinas

a las fracciones lipidicas modificadas.

SseJ coopera con SifA, otro efector del T3SS-2, en la regulacion de la dinamica
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 formacion
de SIFs durante la infeccion de Salmonella (Stein et al., 1996; Brumell et al., 2002).
Durante la infeccion de células HEp-2 y macréfagos RAW264.7 con una mutante AsifA
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 delecion
del gen sseJ o de una mutacion en la triada catalitica de esta proteina 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 enzimatica de SseJ y que ambas proteinas participan en la
modificacion de la membrana de la SCV (Ruiz-Albert et al., 2002; Ohlson et al., 2005).
Se podria hipotetizar que la actividad de SseJ cambia las propiedades fisicoquimicas de
la membrana de la SCV (por ejemplo, su fluidez), permitiendo la disociacion de la SCV
de la red microtubular, interaccién necesaria para la estabilidad de este
compartimento. Se ha reportado que SifA interacciona especificamente con la proteina
hospedera SKIP (Ohlson et al., 2008). Esta interaccion permite la union eficiente de la
SCV a la red de microtUbulos. Adicionalmente, SifA interacciona preferencialmente con

RhoA-GDP (Ohlson et al., 2008). La co-expresion de SifA y SseJ en células HelLa induce
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la formacion de estructuras tubulares positivas para LAMP-1, similares a los SIFs
inducidos por la infeccion 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 formacion de SIFs mediante el movimiento de las extensiones
membranosas a lo largo de los microtUbulos (Ohlson et al., 2008). Basado en estos
resultados, es también tentador especular que estos efectores del T35S-2 existen en un
complejo multiproteico que provoca cambios morfologicos 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 trafico
intracelular en levaduras, ademas de la desestabilizacion de la red microtubular y la
redistribucion de organelos endociticos y lisosomas en células J7744.2 (Raines et al.,
2017). El efecto de la expresion de este efector en células NRK (Normal Rat Kidney)
incluye la redistribucion de TGN8 (marcador de trans-Golgi) y la agregacion de LGP120
(glicoproteina de la membrana lisosomal), ademas de la desestabilizacion de los
microtubulos. Es conocido que la redistribucion de estos marcadores y, por lo tanto, de
los organelos correspondientes, ocurre cuando existe alguna perturbacion de la red
microtubular (Matteoni y Kreis, 1987). Este efecto producido por SseJ presenta un
fenotipo similar al que produce la adicion de un inhibidor de la polimerizacion de
a-tubulina (nocodazol), indicando que existe una perturbacion en la red microtubular.
También se ha observado una alteracion similar en células NRK que expresan SseJ o la
mutante catalitica de SseJ, evidenciado mediante la inmunodetecciéon de a-tubulina
acoplada a microscopia confocal. Este resultado indica que dicha alteracion es

independiente de las actividades enzimaticas de SseJ. Por otra parte, también se
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observa un efecto sobre la organizacion de la red microtubular en co-cultivos de la
linea celular de macréfagos 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

microtubulos es desconocido.

1.3.- Interaccion de Salmonella con protozoos

Si bien Salmonella es un patégeno 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 actuarian como reservorios y eventuales vectores de
transmision de bacterias patodgenas, entre ellas Salmonella. El primer reporte de la
interaccion entre un protozoo y una bacteria data del ano 1980, cuando se describid
que Legionella pneumophila sobrevive y se replica al interior de la ameba
Acanthamoeba polyphaga (Rowbotham, 1980). Con posterioridad, se comenzd a
describir la interaccion entre esta bacteria y protozoos. Se descubrid, que
L. pneumophila utiliza un repertorio de genes similar para sobrevivir intracelularmente
en Acanthamoeba castellanii y macréfagos humanos (Segal y Shuman, 1999), denotando
la importancia de la determinacion de los mecanismos moleculares utilizados por los
patdgenos para relacionarse con los protozoos. Luego, se continuo caracterizando esta
interaccion en otros modelos y se establecid 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 servirian como reservorios o vectores de
transmision de bacterias patdégenas 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), ademas de ser “cunas evolutivas” que permitirian el
desarrollo de nuevos mecanismos de virulencia por parte de las bacterias, por lo que
son importantes para la adaptacion de las éstas al interior de organismos eucarioticos
superiores. Esto Ultimo podria explicar la adaptacion que le permitiria a algunas
bacterias sobrevivir en macrofagos (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 investigacion de la interaccion Salmonella-protozoos comenzé cuando se
reporté que S. Typhimurium es capaz de sobrevivir y replicarse dentro de vesiculas
contractiles al interior de Acanthamoeba polyphaga (Gaze et al., 2003). Esta
observacion sugiere que la supervivencia de Salmonella dentro de protozoos
ambientales podria 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 depredacion de
protozoos de la especie Tetrahymena mediante su compartimentalizacion dentro del
citoplasma hospedero, protegiendo a la bacteria de agentes toxicos como el hipoclorito
(Brandl et al., 2005). S. Dublin puede replicarse al interior de A. rhysodes, fenomeno
dependiente del plasmidio de virulencia de Salmonella (SVP) y de HilA, factor
transcripcional que regula la expresion 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 antigeno-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 determino el aporte de
SPI-1, SPI-2 y el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ (el cual regula la expresion
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 asi a la SPI-1 (Bleasdale et al., 2009). También se evidencio
que la transcripcion de los genes sipC y sseC (codificados en SPI-1 y SPI-2,
respectivamente) es activada luego de la infeccion de A. polyphaga con
S. Typhimurium. Bajo las mismas condiciones de infeccidn, se observé un aumento
radical en la transcripcion de sseC pasadas 4 h de infeccion. Esto indica que la proteina

codificada en este gen estaria 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 infeccion 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 aun falta esclarecer los mecanismos
moleculares por los cuales Salmonella y otras bacterias sobreviven al interior de

protozoos, ademas del rol que tendrian los efectores secretados por T3SS-1y T3SS-2.

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

bacteria-protozoo

La ameba social Dictyostelium discoideum ha sido utilizada durante décadas
como organismo modelo para la caracterizacion de procesos celulares llevados a cabo
por células eucariontes, tales como la fagocitosis, motilidad celular, quimiotaxia y vias
de transduccion de senales (Duhon y Cardelli, 2002; Bozzaro y Eichinger, 2011). Este
organismo habita en suelos de areas 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 afios mas
recientes, D. discoideum ha sido utilizado como modelo para el estudio de la
interaccion patogeno-hospedero con diversas bacterias patogenas (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 idoneo para estudios mediante
técnicas de biologia celular, genética y bioquimica. Ademas, su genoma se encuentra

secuenciado y disponible para la investigacion (Bozzaro y Eichinger, 2011). También
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existe la base de datos dictyBase (http://dictybase.org), donde se encuentra
informacion general sobre Dictyostelium, como su genoma, rutas metabdlicas y
protocolos, ademas de una gran variedad de recursos y cepas disponibles para la

comunidad cientifica.

Entre los primeros estudios que se realizaron para caracterizar la interaccion de
Salmonella con D. discoideum, se reportd que S. Typhimurium no era capaz de
sobrevivir al interior de la ameba luego de ser fagocitada (Skriwan et al., 2002).
Posteriormente, se observd que mutaciones en genes fundamentales para la autofagia
en D. discoideum permitian la supervivencia de S. Typhimurium en la ameba,
evidenciando que la supervivencia de esta bacteria esta condicionada por la via
autofagica de esta ameba (Jia et al., 2009). Tiempo después, se determind que
S. Typhimurium altera el desarrollo social de D. discoideum, impidiendo la formacion
de cuerpos fructiferos, mediante un mecanismo dependiente del T3SS-2 (Sillo et al.,
2011). Ademas, se reportd 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 investigacion en la comprension de la interaccion de D. discoideum
con S. Typhimurium es la determinacion de la residencia de la bacteria dentro de
estructuras vacuolares al interior de la ameba luego de su internalizacion (Valenzuela
et al., 2020) y el requerimiento de T3SS-1 y T3SS-2 para permitir la supervivencia
intracelular del patogeno en esta ameba (Riquelme et al., 2016). Recientemente,
nuestro grupo evalué 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
evasion 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, asi como la caracterizacion de la
secrecion de este efector al citoplasma de la ameba. Se espera que los datos obtenidos
a partir de esta tesis permitan una mayor comprension de los factores que permiten la
supervivencia de Salmonela en D. discoideum. Esto contribuiria al entendimiento de la
interaccion patogeno-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 puUblica.
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2.- HIPOTESIS

“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 ESPECIFICOS

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 METODOS

5.1.- Reactivos

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

desarrollo de esta tesis.

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

e Bio-Rad, Inc (CA, EEUU): solucion 40% acrilamida/bis-acrilamida, Laemmli
Sample Buffer 4x, buffer tris/glicina 10x, sistema de electroforesis en geles
“Mini-Protean IlI”, sistema de transferencia “Mini Trans-Blot”, electroporador
“E. coli Pulser”.

e Biotium (CA, EEUU): GelRed.

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

e Cell Signaling Technology, Inc (MA, EEUU): anticuerpo secundario anti-IgG de
raton conjugado con peroxidasa de rabano (HRP).

e Corning (NY, EEUU): PBS 1x, botellas de cultivo celular T25, botellas de cultivo
celular T50, sistema de filtrado al vacio.

e Difco Laboratories (MI, EEUU): triptona, extracto de levadura, casaminoacidos

e Gibco (NY, CA): azul de tripan.

e IDT (10, EEUU): Oligonucledtidos partidores para PCR.

e Invitrogen Life Technology (CA, EEUU): Tag DNA polimerasa, agarosa
ultrapura.

e Merck (NJ, EEUU): Cloruro de sodio (NaCl), sulfato de magnesio heptahidratado
(MgS04x7H20), glucosa, cloroformo (CHCLls3), cloruro de potasio (KCl), cloruro de

magnesio hexahidratado (MgCl;x6H;0), glicerol, acido clorhidrico fumante
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(HCl), isopropanol, acido acético glacial (CH;COOH), hidroxido de sodio (NaOH),
EtOH (CH3;CH,0H), fosfato monoacido de potasio trihidratado (K;HPQ4x3H;0),
fosfato diacido de potasio (KH:PO.), fosfato monoacido de sodio (Na;HPO.),
sulfato de amonio ((NH4);SO04), MetOH (CH3OH), acetona (CH3;COCH:;3),
N,N,N’,N’-Tetrametiletilenamida (Temed), Triton X-100, solucion
amortiguadora TAE 50x y filtros Millipore de 0,22 ym y de 0,025 pm.

New England Biolabs (MA, EEUU): estandar de peso molecular de DNA de 1 Kb
para electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa, enzimas de
restriccion Xhol y Xbal, Gel Loading Dye 6x.

Promega (MA, EEUU): “Go Taq Green Master Mix”, desoxinucleotidos trifosfato
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) para PCR, LigaFast Rapid DNA Ligation System,
pGEM-T Easy Vector Systems.

Qiagen (CA, EEUU): sistema de purificacion de productos de PCR “QIAquick PCR
purification”, sistema de extraccion de DNA plasmidial “QIAprep Spin
Miniprep”, sistemas de extraccion de DNA plasmidial “Qiagen Plasmid Maxi Kit”
y “QIAprep Spin Miniprep Kit” y sistema de extraccion 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),
acido tricloroacético (TCA), acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico (MES),
B-mercaptoetanol, Tween-20 y sistema para extraccion de DNA gendmico

“GenElute Bacterial Genomic DNA Kit”.

25



e US Biological (MA, EEUU): isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG).

e Thermo Scientific (MA, EEUU): estandar de peso molecular de proteinas

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 lCeparlo .
aboratorio
AsseJ AsseJ::Kan Este trabajo
AaroA AaroA::Kan Cepario .
laboratorio
AinvA AinvA::Kan Cepario .
laboratorio
AssaD AssaD::Kan Cepario .
laboratorio
.. i ’ . i , Cepario
pMMB207::pphB-cyaA pMMB207::pphB-cyaA laboratorio

pMMB207::sseJ-cyaA’

pMMB207::sseJ-cyaA’

Este trabajo

AinvA/pMMB207::sseJ-cyaA’

AinvA::Kan / pMMB207::sseJ-cyaA’

Este trabajo

AssaD/pMMB207::ssed-cyaA’

AssaD::Kan / pMMB207::sseJ-cyaA’

Este trabajo

sseJ_cyaA’-Kan

sseJ::cyaA’-Kan

Cepario
laboratorio

sseJ_cyaA’-FRT

sseJ::cyaA’-FRT

Este trabajo

AinvA sseJ_cyaA’-FRT

AinvA/sseJ::cyaA’-FRT

Este trabajo

AssaD sseJ_cyaA’-FRT

AssaD/sseJ::cyaA’-FRT

Este trabajo

Escherichia coli

Cepa Genotipo Fuente
DH5a/pGEM-T::sseJ Cepa DH5a transformada con pGEM-T::sseJ Este trabajo
. i , Cepa TOP10 transformada con Cepario
TOP10/pMMB207::pphB-cyaA pMMB207::pphB-cyaA’ laboratorio

DH5a/pMMB207::sseJ-cyaA’

Cepa DH5a 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 Descripcién 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 Peap gam bet exo oriRpSC101, AmpR (GenBank Datsenko y

AY048746) Wanner, 2000
bCLF4 bla FRT aph FRT PS1 PS2 oriR6Ky, Amp® KanR, P1; | Santiviago et al.,
(GenBank EU629214) 2009

, bla PC1 cyaA’ FRT aph FRT PC2 oriR6Ky, AmpR, Fernandez et al.,
pCyaA’-Kan Kanf. Pry i v 2021
pCP20 bla cat c(857 Lo flp, oriRpSC101, AmpR, Cam® 5«?3‘325,"?000

5.4.- Partidores

Los oligonucleotidos partidores utilizados en esta tesis se presentan en la

Tabla 3.

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

Partidores Secuencia (5’23’°)
sseJ_outb CTCACGCCAGCACACTAAAA
sseJ_out3 ATCGGCAGCAAAGATAGCAT
sseJ_H1+P1 GGAGGACACTATGCCATTGAGTGTTGGACAGGGTTATTTCGTGCAGGCTGGAGCTGCTTC
sseJ_H2+P2 CGATGGAACTTTATTCAGTGGAATAATGATGAGCTATAAACATATGAATATCCTCCTTAG

sseJ_CyaA_Xbal

GCTCTAGAAATAAAGTAAGGAGGACACTATGCCATTGAGTGTTGGACA

sseJ_CyaA_Xhol

CCGCTCGAGTTCAGTGGAATAATGATGAGCTATAAAACTTTCTAACATT

invA_out5 TGAGGGTTCGCTATTAACCG
invA_out3 TGGCAATGCAAATAAATCCA
ssaD_out5 CGGTGGTGCTAGTGGTTTTT
ssaD_out3 GATATTGCTGCGGATCCTGT
pMMB207_Fw TGGAATTGTGAGCGGATAAC
pMMB207_Rv TTCTCTCATCCGCCAAAACA
Spé ATTTAGGTGACACTATAG

T7 TAATACGACTCACTATAGGG
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5.5.- Medios y condiciones de cultivo bacteriano

El cultivo rutinario de las cepas bacterianas se realizé en caldo Luria Bertani
(LB, 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCl) a 37°C con agitacion. El
medio de cultivo fue suplementado con Kanamicina (Kan, 75 pug/mL), ampicilina (Amp,
100 pg/mL) o cloranfenicol (Cam, 20 pg/mL) cuando fue requerido. El caldo LB se

suplementd con Bacto agar (15 g/L) para la preparacion de medios de cultivo solido.

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

En este trabajo se utilizo como cepa silvestre la linea 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 MgS04x7H,0, 1,9 g/L de KH,POy4,
0,6 g/L de K;HPO4, 20 g/L de Bacto agar, pH 6,4) y tratado con radiacion 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 agitacion a 23°C
en medio liquido HL5 (14 g/L de triptona, 7 g/L de extracto de levadura, 0,35 g/L de
Na;HPO4, 1,2 g/L de KH,POs, pH 6,3) suplementado con glucosa (14 g/L), Str
(300 pg/mL) y Amp (100 pg/mL). A partir del primer subcultivo, las amebas se
cultivaron en medio HL5 suplementado con glucosa y Amp (100 pg/mL).
Alternativamente, las amebas tomadas desde las placas de fagocitosis fueron cultivadas
en las mismas condiciones, pero sin agitacion. La viabilidad de las amebas se determiné
mediante tincion con azul de tripan y posterior recuento en camara de Neubauer. Todos

los subcultivos se realizaron con células en fase exponencial temprana
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(1-2 x 108 células/mL) o habiendo alcanzado una confluencia de 95-100%. Para los
ensayos de translocacion y supervivencia siempre se utilizaron células provenientes del

3°" al 6" subcultivo.
5.7.- Construccion de fusiones génicas plasmidiales a reportero CyaA’

Para evaluar la secrecion del efector SseJ en cultivos in vitro, se genero una
cepa de S. Typhimurium 14028s portadora del plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’, el cual
permite la expresion de una proteina de fusion que se compone del efector Ssel y el
dominio catalitico de CyaA, toxina de Bordetella pertussis que exhibe actividad
adenilato ciclasa en presencia de calmodulina. Debido a que calmodulina es una
proteina presente exclusivamente en el citoplasma de células eucariontes, el uso de
este dominio puede ser Util como reportero para evaluar la translocacion de una
proteina al citoplasma de un hospedero eucarionte (Sory et al., 1995), mediante la
cuantificacion de los niveles de AMPc, que resultan de su actividad adenilato ciclasa.

Adicionalmente, este dominio puede ser detectado mediante western blot.
5.7.1.- Extraccion de DNA genémico

La extraccion del DNA gendémico (gDNA) de S. Typhimurium 14028s se llevo 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 agitacion durante al menos 12 h. La elucion final del DNA realiz6 con 50 pL de H,0

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

Para este fin se amplifico el marco de lectura del gen sseJ desde el gDNA de
S. Typhimurium utilizando los partidores sseJ_CyaA_Xbal y sseJ_CyaA_Xhol, con los
cuales se introdujeron sitios de restriccion para las enzimas Xhol y Xbal. Para generar
la fusion traduccional a CyaA’ dentro del marco de lectura, el partidor sseJ_CyaA_Xhol
presenta complementaridad de bases con la region inmediatamente rio arriba del codéon

de término del gen sseJ. La amplificacion se realizé en las condiciones descritas a

continuacion:
Reactivo Vo::lr:;en Concentracion final Programa de PCR
H,0 libre de nucleasas 39 - Temperatura Tiempo Ciclos
Buffer Taq (10x) 5 1X 930('. 5 min
MgCl, (50 mM) 1,5 1,5 mM 95°C 30 seg

sseJ_CyaA_5’ (10 uM) 1 0,2 UM 60°C 30 seg
sseJ_CyaA_3’ (10 uM) 1 0,2 UM 2 min
dNTPs (10 mM) 1 0,2 mM 72°C 10s
gDNA (2,4 pg/mL) 1 48 ng/mL 72°C 10 min
Taq Polimerasa (5 U/pL) 0,5 -
Volumen final 50 pL 20°C “

5.7.3.- Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Previo a la corrida electroforética, el producto de PCR se mezclé con tampon
de carga para acidos nucleicos 4x. Luego, el amplicon se analiz6 mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% en solucion amortiguadora TAE 1x y la corrida
electroforética se efectudé a 100 V durante 30 min. EL gel se tind con GelRed, se
visualizo en un transiluminador UV y se tomd una foto de los resultados con el sistema
de fotodocumentacion “microDOC”. Luego de la confirmacion de la obtencion de los
productos de PCR esperados, se purificaron mediante el sistema comercial “QIAquick

PCR Purification Kit”, de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
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5.7.4.- Clonamiento en vector comercial pGEM-T Easy

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

los reactivos proveidos por el fabricante y la siguiente composicion de la reaccion:

Reactivo Volumen (uL)
2x Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 7,5
pGEM®-T Easy Vector (50 ng/pL) 1
Producto de PCR purificado 5
DNA ligasa del fago T4 (3 U Weiss/pL) 1
H,0 libre de nucleasas 0,5
Volumen final 15

La reaccion se dejé a temperatura ambiente durante aproximadamente 16 h.

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

5.7.5.- Obtencion de E. coli DH5a electrocompetentes y transformacion con el

plasmidio pGEM-T::sseJ

Previo a la transformacion, los productos de ligacion se dializaron en agua libre
de nucleasas usando una membrana con poros de 0,025 um de diametro y se recuperé
el volumen luego de al menos 20 min. Para la transformacion del plasmidio
pGEM-T::sseJ por electroporacion, se cultivé E. coli DH5a en caldo LB a 37°C y con
agitacion durante 16 h aproximadamente. Al dia siguiente se realizo una dilucion de
1:100 del cultivo en caldo LB con volumen final de 20 mL y se incubd en iguales
condiciones hasta alcanzar una ODggonm de 0,4-0,6. Las bacterias se sedimentaron a 3240
x g durante 10 min a 4°C, se elimino el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en
15 mL de H0 libre de nucleasas fria, volviendo a centrifugar en las mismas condiciones,
proceso que se repitio dos veces mas, completando un total de 3 lavados. Luego del
Ultimo lavado se descarto el sobrenadante por inversion, se resuspendié el sedimento

en el liquido remanente del tubo y se recuperaron 80 pL, los cuales se mezclaron con
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10 pL del producto de ligacion dializado. La mezcla se transfirio a una cubeta de

electroporacion, se le aplico un pulso de 1,8 KV e inmediatamente se agrego 1 mL de

caldo LB y se incub6 durante 1 hora a 37°C con agitacion. Finalmente, las bacterias se

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

incubaron durante 16 h para seleccionar las bacterias transformantes.

5.7.6.- Confirmacion de la adquisicion del pGEM-T::sseJ mediante PCR de colonias

Para confirmar la incorporacion del plasmidio en E. coli DH5a se suspendieron

las colonias obtenidas en 100 pL de H;O libre de nucleasas, suspension que se utilizo

como templado para la PCR. Para la amplificacion se utilizaron los partidores SP6y T7,

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

condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

Programa de PCR

Reactivo Volumen (pL) Concc;ntracuon
inal
H,O libre de nucleasas 11 -
Buffer Taq (5x) 4 1X
MgCl, (25 mM) 1,6 2 mM
SP6 (10 uM) 0,4 0,2 UM
T7 (10 uM) 0,4 0,2 UM
dNTPs (10 mM) 0,4 0,2 mM
gDNA (2,4 pg/mL) 2 240 ng/mL
GoTaq Polimerasa (5 U/pL) 0,2
Volumen final 20 pL

Temperatura | Tiempo | Ciclos
95°C 10 min
95°C 30 seg
50°C 30seg | 30
72°C 2 min
72°C 10 min
12°C o

5.7.7.- Extraccion 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
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portadora utilizando el sistema comercial “QIAGEN Plasmid Maxi Kit” (Maxiprep), segun

las instrucciones del fabricante.

5.7.8.- Digestion mixta y purificacion desde gel de agarosa preparativo para

obtencién de inserto de vector de expresion

Los plasmidios de interés previamente purificados fueron digeridos
enzimaticamente utilizando las enzimas de restriccion Xhol y Xbal en la misma

reaccion, utilizando la siguiente formula:

Para pGEM-T::sseJ:

Reactivo Volumen (uL)
Buffer CutSmart 10x 2
pGEM-T::sseJ 5
Xhol (20 U/pL) 1
Xbal (20 U/pL) 1
H0 libre de nucleasas 11
Volumen final 20

Para pMMB207::pphB-cyaA’:

Reactivo Volumen (pL)
Buffer CutSmart 10x
pMMB207::pphB-cyaA’ 10
Xhol(20 U/pL) 1
Xbal(20 U/pL) 1
H,0 libre de nucleasas 6
Volumen final 20

Las reacciones se incubaron a temperatura ambiente durante 16 h
aproximadamente y al dia siguiente se detuvieron incubandolas a 65°C durante 10 min.
Los productos de digestion fueron analizados mediante un gel de agarosa al 0,8%. Para

la purificacion del producto de digestion, se prepard un gel de agarosa preparativo al
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1% con GelRed. Para la electroforesis, se cargdé todo el volumen de cada reaccion
previamente mezclado con un volumen de tampon de carga 2x para acidos nucleicos.
Luego de la corrida electroforética a 100 v durante 45 min, el gel se visualizd en un
transiluminador UV y se corto la banda deseada con un bisturi. El DNA se extrajo desde
el gel con el sistema comercial “QIAquick Gel Extraction Kit” y se eluy6é con 50 pL de

H,0 libre de nucleasas.
5.7.9.- Ligacion a vector pMMB207::cyaA’

Luego de obtener el inserto extraido desde el pGEM-T::sseJ y el esqueleto del
PMMB207::cyaA’, se construy6 el pMMB207::sseJ-cyaA’ mediante la ligacién de ambas

secuencias con la DNA ligasa del fago T4 segun la siguiente reaccion:

Reactivo Volumen (pL)
2X Rapid Ligation Buffer 20
Plasmidio 6
Inserto 12
DNA ligasa del fago T4 (3 U 2
Weiss/pL)
Volumen final 40

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

incubandolas a 65°C durante 10 min.

5.7.10.- Obtencion de S. Typhimurium electrocompetentes y transformacion con el

plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’

Para la transformacion del plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’ por electroporacion
se utilizo el mismo procedimiento que en la Seccién 5.7.5, con algunas modificaciones.
En el caso de la transformacion de las cepas AinvA y AssaD, el medio de cultivo LB se
suplementd con Kan y la siembra de las bacterias obtenidas se realizé en placas de agar

LB suplementado con Cam o Cam/Kan.
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5.8.- Secrecion de la proteina SseJ-CyaA’ expresada desde una fusion plasmidial in

vitro mediante western blot

Con la finalidad de evaluar la secrecion de la proteina de fusion 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 proteina de
fusion SseJ-CyaA’: pMMB207::sseJ-cyaA’, AinvA/pMMB207::ssed-cyaA’ y
AssaD/pMMB207::sseJ-cyaA’. La deteccion de la proteina de fusion SseJ-CyaA’ se

realiz6 en sobrenadantes y sedimentos de los cultivos bacterianos (Figura 5).

5.8.1.- Preparacion de muestras de lisados bacterianos para deteccion de proteinas

por electroforesis

Se cultivaron las cepas en medio LB suplementado o no con Cam a 37°C con
agitacion 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
expresion de la proteina de fusion en uno de los cultivos de cada cepa mediante la
adicion de IPTG (concentracion final 10 pM) y se cultivaron durante dos horas mas en
las mismas condiciones. Luego, se sedimentaron las bacterias de todos los cultivos
realizados mediante centrifugacion 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
concentracion hasta obtener una OD¢oonm = 2. El volumen calculado se centrifugd a
18300 x g durante 3 min, se descartd el sobrenadante y el sedimento se resuspendio en
1 mL de PBS 1x. Se tomaron 75 L de la suspension bacteriana y se mezclaron con 25 pL

de tampon Laemmli 4x con B-mercaptoetanol (Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8, SDS 2%,
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glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01% y B-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.- Analisis mediante SDS-PAGE

Las proteinas 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 tampon 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 visualizacion de proteinas
mediante tincion con azul de Coomassie se incubaron los geles a temperatura ambiente
con agitacion durante 1 hora en una solucion de azul de Coomassie (1 g de Coomassie
Brilliant Blue G-20 (Thermo) disuelta en una disolucion de MetOH 50% v/v, acido
acético glacial 10% v/v y H20 40% v/v). El destenido de los geles se realizo mediante 3
lavados con H;0 destilada a temperatura ambiente con agitacion durante 5 min y la
posterior incubacion de los geles en una solucion de acido acético glacial 5% v/v a

temperatura ambiente sin agitacion durante 16 h.
5.8.3.- Inmunodeteccion de la proteina de fusion SseJ-CyaA’ mediante western blot

Con la finalidad de detectar la proteina de fusion SseJ-CyaA’ las muestras
obtenidas se sometieron a western blot en el sistema de electroforesis en geles
Mini-Protean Il (Bio-Rad). La transferencia se realizé6 mediante electrotransferencia
humeda en el sistema Mini Trans-Blot (Bio-Rad), a una membrana de PVDF previamente
activada con MetOH 100% (Inmovilion-P, Millipore), en tampdn 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 lavo 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 procedio al bloqueo con una solucién
de BSA 5% (Sigma-Aldrich) en TBS-T durante una hora a temperatura ambiente y con
agitacion. La membrana se lavé 3 veces con TBS-T durante 10 min a temperatura
ambiente y con agitacién. Posteriormente la membrana se incubo en el anticuerpo
primario en dilucion 1:10000 preparado en solucion de bloqueo, fuera este anti-CyaA’
(Santa Cruz Biotechnology, Inc) o anti-DnaK (Abcam), durante toda la noche, a 4°C y
sin agitacion. Al dia siguiente la membrana se lavd 3 veces con TBS-T durante 15 min a
temperatura ambiente y se incub6 con el anticuerpo secundario anti-IgG de raton
conjugado con peroxidasa de rabano (HRP, Cell Signaling Technology, Inc) en dilucion
1:20000 preparada en solucion de bloqueo durante 3 h a temperatura ambiente con
agitacion. Pasado el tiempo de incubacion, se lavo la membrana 3 veces con TBS-T con

agitacion durante 15 min.

El revelado se llevo a cabo con el sistema comercial Supersignal West-Femto
(Pierce Biotechnology, Inc), reactivo que al ser oxidado por la HRP emite una senal
quimioluminiscente. La membrana se incubd con 1 mL de la mezcla proveida durante
un minuto y se utilizo el equipo Dyversity 4 para registrar la sefal quimioluminiscente

y obtener imagenes.

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

western blot

Los sobrenadantes de cultivo almacenados (Seccién 5.8.1) fueron filtrados con
filtros con poros de 0,22 pm de tamano de poro, Luego, se adicioné TCA (Sigma-Aldrich,

10% final) y se incub6 a 4°C durante 16 h para precipitar las proteinas.
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Figura 5.- Ensayo de secrecion 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 expresion de la
proteina de fusién con IPTG y se incubaron durante 2 h mas. Los cultivos se centrifugaron y se
separo el sedimento bacteriano de los sobrenadantes. El sedimento se traté con calor para lisar
las bacterias y permitir la liberacion de las proteinas intracelulares. Los sobrenadantes se
filtraron, las proteinas se precipitaron con TCA y concentraron con MetOH-cloroformo.
Finalmente, las muestras obtenidas se analizaron mediante western blot.
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Posteriormente, se centrifugd a 3420 x g durante 30 min a 4°C y el precipitado
se lavo 3 veces con 5 mL de con acetona fria y se dejo secar a temperatura ambiente
por una hora aproximadamente. La muestra obtenida se sometidé a extraccion con
MetOH-cloroformo mediante la resuspension del precipitado en 500 pL de una dilucion
de MetOH 20% en Hz0 y se transfirio a un tubo Eppendorf, en donde se adiciond 10 pL
de cloroformo y se agitd vigorosamente con vértex. Se adicionaron 300 pL de H,0
desionizada y se mezclé por inversion. La mezcla se centrifugd a 9000 x g y se descarto
la fase acuosa (fase superior). Se adicionaron 300 pL de MetOH y se centrifugd a
9000 x g durante 2 min. El sobrenadante se removid, el sedimento se dejo secar a

temperatura ambiente y posteriormente se resuspendio6 en 40 pL de tampon Laemmli 4x

(Figura 6).
i _
< 3420 x Resuspension - +100pL
\ 30 m|'ng En 500 pL Cloroformo +300uL H,0
el ] ] —=

@‘ 3 Lavados con e MeOH:H,0 ) Vértex Agitacion
= Verestol acetona fria | . — 1:5 |

| | _sobrenadante 10—

Sobrenadantes \\\///

+TCA 10% 9000 x g 10 minutos

- Extraccion de +300 pL MeOH - Sobrenadante +40 pL
. la fase acuosa 9000xg2min | _ Laemmli 4x \ 7/

'

Figura 6.- Precipitacion de proteinas mediante extraccion MetOH-cloroformo. Las proteinas
precipitadas con TCA 10% se sedimentaron por centrifugacion y posteriormente se concentraron
utilizando el esquema experimental de extraccion MetOH-cloroformo sefalado.
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5.8.5.- Inmunodeteccion de la proteina de fusion SseJ-CyaA’ en sobrenadantes de

cultivos mediante western blot

El analisis de las proteinas totales presentes en los sobrenadantes de los cultivos

bacterianos se realizo como se describe en la Seccion 5.8.3.

5.9.- Generacion de cepas mutantes AinvA y AssaD con fusiones génicas

cromosomales al reportero CyaA’

Con la finalidad de caracterizar la translocacion del efector SseJ al citoplasma
de D. discoideum mediante los T3SS de S. Typhimurium, se generaron cepas portadoras
del alelo que permite la expresion de la fusion del efector SseJ a CyaA’ a partir de una
fusion génica cromosomal. Este tipo de construccion permite la produccion de la
proteina de fusion bajo las condiciones ambientales necesarias para la expresion del
gen silvestre. También se construyeron cepas que portan la fusion génica cromosomal
y que adicionalmente presentan el gen invA o ssaD delecionado. Estos genes codifican
componentes estructurales esenciales para la secrecion de efectores del T3SS-1 y

T3SS-2, respectivamente.

5.9.1.- Eliminacion del cassette de resistencia a antibiotico para la generacion de

la cepa sseJ_cyaA’-FRT

La cepa derivada de S. Typhimurium, sseJ_cyaA’-Kan (Fernandez et al., 2021),
la cual expresa la proteina de fusion SseJ-CyaA’, se aislo en agar LB complementado
con Kan a 37°C. La mutante se transformo por electroporacion (ver Seccién 5.7.5) con
el plasmidio termosensible pCP20 (Tabla 2) que codifica la recombinasa Flp, la cual

escinde el cassette de resistencia a antibiotico flanqueado por los sitios FRT mediante
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recombinacion, dejando como remanente una Unica 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 incubacion a 37°C
(temperatura restrictiva para el plasmidio pCP20) en agar LB con y sin Kan, repitiendo
el proceso hasta que sélo se presentara crecimiento en el medio sin antibidtico. La
eliminacion del gen de resistencia a antibidtico se comprobé mediante PCR de las
colonias crecidas en agar LB sin antibiético, analizando los fragmentos amplificados por
electroforesis en geles de agarosa (ver Seccion 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 antibiotico

Pssel Pssel

7 Recombinasa FLP
L ssel | cyaA >-||—| kan >-||— L ssel | cyaA’ >_||
pCP20

FRT FRT FRT

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

5.9.2.- Transduccion de los alelos mutantes AinvA y AssaD al fondo genético

sseJ::cyaA’

Con el fin de generar las cepas AinvA/ssedJ_cyaA’-FRT y AssaD/sseJ_cyaA’-FRT
se movilizaron los alelos mutantes AinvA::Kan y AssaD::Kan mediante transduccion
generalizada desde el cromosoma de las cepas dadoras correspondientes al fondo

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

Las cepas mutantes AinvA::Kan y AssaD::Kan se cultivaron en caldo LB a 37°C
durante 24 h. Se mezclaron 200 pL de cada cultivo bacteriano con 1 mL de caldo de
fago P22 (100 mL de caldo LB suplementado con 100 pL de un lisado concentrado de
fago P22 HT 105-1 int-201 y medio minimo E y se incubaron a 37°C con agitacion durante
16 h para permitir la infeccion de las cepas dadoras. Para eliminar las bacterias
remanentes, se agregé 100 pL de cloroformo y se agitd vigorosamente en vortex,
seguido de una centrifugacion a 18300 x g durante 1 min a temperatura ambiente. Al
sobrenadante recuperado se le agrego 50 pL de cloroformo y se almacené como lisado

a 4°C para su uso posterior.

5.9.2.2.- Transduccion

La cepa de sseJ::cyaA‘-FRT se cultivo en caldo LB a 37°C con agitacion durante
16 h. La transduccion se realizd mezclando 200 pL del cultivo de la cepa receptora
sseJ::cyaA‘-FRT con 20 pL del lisado de fago P22 obtenido a partir de las cepas
donadoras AinvA::Kan o AssaD::Kan. La mezcla se incubé a 37°C durante 30 min sin
agitacion para permitir la adsorcion de las particulas transductantes y luego se
centrifugd a 18.300 x g. El sedimento se resuspendié en 200 pL de caldo LB fresco
suplementado con Kan y se incubd a 37° con agitacion 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 transduccion, uno sin lisado de fago P22 (100 pL
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del cultivo de la cepa receptora) y otro sin bacterias receptoras (10 pL del lisado P22

mas 90 pL de caldo LB).
5.9.2.3.- Comprobacion y seleccion de las transductantes

La correcta movilizacion del alelo mutante por transduccion se comprobo
mediante PCR de colonias (ver Seccidén 5.7.2) escogidas aleatoriamente entre los
clones obtenidos utilizando los partidores sseJ_out3 y sseJ_out5. Con el proposito de
remover la posible contaminacion con particulas remanentes del fago P22, las
transductantes comprobadas por PCR se aislaron repetidamente en agar EBU (agar LB
suplementado con K;HPO4 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
infeccion por el fago P22 (colonias blancas). La ausencia del fago P22 en las
transductantes aisladas se verificd evaluando su sensibilidad al bacteriéfago litico P22
H5 mediante un ensayo de cross streaking. En este ensayo, las colonias a analizar se
sembraron cruzando en forma perpendicular una linea trazada con 50 pL 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.- Comprobacion de la produccion de la proteina de fusion SseJ-CyaA’ en las

cepas sseJ_cyaA’-FRT, AinvA/sseJ_cyaA’-FRT y AssaD/sseJ_cyaA’-FRT

Con la finalidad de evaluar la expresion de la proteina de fusion, se realizaron
cultivos de la cepa silvestre de S. Typhimurium 14028s y de las cepas que expresan la

proteina de fusién SseJ-CyaA’, sseJ_cyaA’-FRT, AinvA/sseJ_cyaA’-FRT 'y
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AssaD/ssed_cyaA’-FRT, y se detecto la fusion SseJ-CyaA’ en los sedimentos bacterianos

de los cultivos.
5.10.1.- Preparacion de muestras de lisados de bacterias para western blot

Las cepas fueron cultivadas en caldo LB a 37°C con agitacion durante 16 h.
Posteriormente se cultivaron bajo condiciones inductoras de la expresion de la SPI-1'y
SPI-2. Para la induccion de la SPI-1, se realizo una dilucion 1:100 en 20 mL de caldo LB
suplementado con NaCl (0,3 M) y se cultivé a 37°C durante 5 h sin agitacion. Para las
condiciones inductoras de la SPI-2, los cultivos se lavaron 3 veces con medio minimo N
(KCL 5 mM, (NH4)SO4 0,5 mM, K;SO4 0,5 mM, KH,POs 1 mM, MgCl, 10 pM, MES 100 mM
pH=5,8), se realizé una dilucion 1:50 en 20 mL de medio minimo N suplementado con
casaminoacidos (0,1%) y glucosa (0,4%) como fuente de carbono, y se incub6 a 37°C
con agitacion durante 5 h. Luego se separd la fraccion 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 Seccién 5.8.1, Figura 8).
5.10.2.- Deteccion de la proteina de fusion SseJ-CyaA’ en lisados bacterianos
Ver Seccién 5.8.3.

5.11.- Determinacién de la translocacion del efector SseJ de S. Typhimurium al

citoplasma de D. discoideum

Con la finalidad de evaluar la translocacion de la proteina 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, AinvA/sseJ_cyaA’-

FRT y AssaD/ssed_cyaA’-FRT, las cuales expresan la proteina de fusion SseJ-CyaA’ desde
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Cepa silvestre
Cepa 5TM/ssel::cyad’-FRT
Cepa AinvAfssel:cyad’-FRT
Cepa AssaD/ssel::cyaA”-FRT

Cepa silvestre
Cepa STM/ssel:cyoA’-FRT
Cepa AinvA [ssel::cyad’-FRT
Cepa AssaD/ssel::cyal’-FRT

' li." Ll —
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Cultiva en media Separacidn del medio de mii?:rt\g?‘din :'Liz';‘; .
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o centrifugacidn M L
apitacion por 5 h a 37 "C con agitacion
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w

!
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Lisis por calor
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Deteccion de la
proteinas mediante
Western Blot

Figura 8.- Ensayo de expresion 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 AinvA y AssaD, se cultivaron en condiciones
que inducen la expresion de los genes de la SPI-1y SPI-2. Las proteinas de los lisados bacterianos
se sometieron a SDS-PAGE en geles de poliacrilamida 12% y se transfirieron a una membrana de
PVDF. La deteccion de la fusion SseJ-CyaA’ se detectdé mediante western blot usando un
anticuerpo monoclonal de ratén anti-CyaA’ y se utilizdé un anticuerpo secundario conjugado a
HRP y se reveld con el sustrato SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate.
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las fusiones génicas cromosomales. Luego se separo la fraccion citosoélica asociada a los
sobrenadantes y la fraccion del sedimento asociado a bacterias y se determino la

presencia de la proteina de fusion mediante inmunodeteccion.

5.11.1.- Ensayo de translocacion 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 dia anterior al ensayo se sembré 1x10” 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 agitacion. Al dia siguiente
las bacterias se lavaron 3 veces con solucion amortiguadora Sérensen 1x (NazHPO4
0,1333 M, KH;PO, 0,133 M, pH 6,0), y se resuspendieron en la misma solucion

amortiguadora.

Previo a la infeccion, las amebas se lavaron 3 veces con 5 mL de solucion
amortiguadora Sorensen y luego se co-incubaron a 23°C sin agitacion con las cepas a
evaluar, con una multiplicidad de infeccién (MOI) de 100 bacterias/ameba.
Transcurridas 3y 6 h, los volumenes de co-incubacion se recuperaron y se sedimentaron
para recuperar las amebas. Luego, las amebas se lisaron resuspendiéndolas en solucion
amortiguadora Sorensen suplementada con Triton X-100 (0,2%). Para la recuperacion
de la fraccion citoplasmatica libre de bacterias, los lisados de amebas se centrifugaron
a 3420 x g a4°C durante 10 min y el sobrenadante fue filtrado con un filtro de 0,22 pm.
Las proteinas del filtrado se trataron de la forma mencionada en la Seccion 5.8.4 Por
su parte, los sedimentos asociados a bacterias se resuspendieron en PBS 1x, se midi6 la

ODsoonm de cada sedimento y se concentraron para obtener una biomasa equivalente a
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una unidad de ODgoonm €n 1 mL. De la suspension obtenida se sacaron 75 pL de PBS 1x y
se mezclaron con 25 pL de tampoén Laemmli 4x suplementado con B-mercaptoetanol
(62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01%,
B-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.- Construccion de la mutante AsseJ de Salmonella Typhimurium 14028s

La cepa mutante AsseJ derivada de S. Typhimurium 14028s se construyo
mediante la delecion del gen mencionado utilizando el método de intercambio alélico
por recombinacion de productos de PCR dependiente de la recombinasa Red del fago A
(Datsenko y Wanner, 2000) con modificaciones (Santiviago et al., 2009), como se

esquematiza en la Figura 10.

5.12.1.- Amplificacién por PCR del cassette de resistencia antibiética

Para la generacion de los productos de PCR necesarios para la delecion del gen
ssed, se utilizaron los partidores sseJ_H1+P1 y sseJ_H2+P2 (ver Tabla 3), los cuales en
su extremo 5’ contienen 40 nucledtidos idénticos a las regiones que flanquean al gen
sseJ. Ademas, los partidores presentan en su extremo 3’ una secuencia de 20
nucleotidos que hibridan con el extremo 5’ o0 3’ del cassette de resistencia a antibiotico
del plasmidio pCLF4. Dentro del cassette y flanqueado por los sitios FRT esta contenido
el gen aph, el cual codifica la enzima aminoglicésido 3’ fosfotransferasa, la cual
confiere resistencia a Kan. A partir del plasmidio pCLF4 el cassette de resistencia a Kan

se amplifico mediante PCR en las condiciones indicadas a continuacion:
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Reactivo Volumen (pL) Concc;irr\]tarla cion Programa de PCR
H20 libre de nucleasas 39,7 - Tempeoratura TlemPo Ciclos

Buffer Taq (10x) 5 1x 95°C 2 min
MgCl, (50 mM) 1,5 1,5 mM 95°C 30 seg

sseJ_H1+P1 (10 uM) 1 0,2 UM 55°C 30 seg 30

sseJ_H2+P2 (10 uM) 1 0,2 uM .
dNTPs (10 mM) 1 0,2 mM 72°C 90 seg
pCLF4 0,5 ; 72°C 5 min
Taq Polimerasa (5 U/pL) 0,3 20°C -
Volumen final 50 pL

El fragmento amplificado se analizo por electroforesis en gel de agarosa al 1%
en solucion amortiguadora TAE 1x y tincion con GelRed. La corrida electroforética se
efectué a 100 V durante 30 min. Una vez que se verificd su tamano (~1500 pb), el
amplicon se purificd mediante el sistema comercial “QIAquick PCR Purification Kit”,

de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

5.12.2.- Obtencion de S. Typhimurium electrocompetentes y transformacion con el

plasmidio pKD46

Para la transformacion del plasmidio pKD46 por electroporacion se utilizod el
mismo procedimiento que en la Seccién 5.7.5, con la salvedad de que los lavados
previos a la electroporacion se realizaron con 15 mL de glicerol 15% frio y se transformé

con 3 L de plasmidio.

pKD46 es un plasmidio termosensible que contiene las secuencias necesarias
para la expresion de la recombinasa Red del fago A. La expresion del gen que codifica
la enzima esta bajo el control del promotor Parasap, €l cual es inducible por arabinosa

(Datsenko y Wanner, 2000).
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Co-incubacion
Cultivo D. discoideum AX4 1x107amebas/botella
HLS, 23°C, agitacion MOl 100 bacterias/ameba Cultive Cepa silvestre
1-2x10° células/mL Cepa STM/ssel:cyaA’-FRT
Cepa AinvA/ssel:cyad’-FRT
Cepa AssoD)/ssel::cyad’-FRT
juu 37°C, agitacion, 16 horas
Lisis de las
amebas 3y 6
horas post
infeccign

Separacion por centrifugacion
- de los sobrenadantes
i - asociados a la fraccion
@ citoplasmatica de
= — D. discoideum y de sedimentos
S —— _ asociados a bacterias

—_—
Recuperacion de Lisis por calor de
los sobrenadantes los sedimentaos

Deteccion de la
proteinas mediante
Western Blot

Figura 9.- Ensayo de translocacién 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 AinvA y
AssaD. A las 3y 6 h post infeccion se obtuvieron muestras correspondientes al citoplasma de las
amebas infectadas y de las bacterias intracelulares recuperadas desde ellas. Las proteinas de
ambas fracciones se sometieron a SDS-PAGE en geles de poliacrilamida 12% y se transfirieron a
una membrana de PVDF. La deteccion de la fusion SseJ-CyaA’ se detecté mediante western blot
usando un anticuerpo monoclonal de raton anti-CyaA’ y se utilizé un anticuerpo secundario
conjugado a HRP y se revelo con el sustrato SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate.
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H1+P1 pCLF4
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kan

H2+P2
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Figura 10. Generacién 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 agitacion durante 16 h. Se realiz6é un

subcultivo bacteriano de dilucion 1:100 en caldo LB suplementado con Amp con un

50



volumen final de 20 mL, el cual fue incubado a 30°C con agitacion hasta alcanzar una
ODgoonm de 0,4-0,6, momento en el cual se adicioné L-arabinosa a una concentracion
final de 10 mM para inducir la expresion del sistema de recombinacidn A-Red. Luego de
incubar durante 60 min a 30°C con agitacion, se prepararon las bacterias

electrocompetentes (ver Seccion 5.12.2).

Se mezclo 80 L de la suspension de bacterias electrocompetentes con 10 pL de
producto de PCR previamente purificado. Se procedi6 a la transformacion mediante
electroporacion aplicando un pulso de 1,8 KV y se recuper6 a las bacterias
inmediatamente en 1 mL de LB durante 60 min, con agitacion y a 37°C, temperatura
de restriccion 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.- Confirmacion de las mutantes obtenidas mediante PCR

La verificacion del reemplazo alélico en la mutante se realizé mediante PCR de
colonias utilizando partidores que hibridan en regiones externas, rio arriba y rio abajo,
respecto al sitio de reemplazo. Como DNA templado se utilizo la suspension de una
colonia mutante en 100 pL de H;O libre de nucleasas estéril. El esquema de

amplificacion utilizado fue el siguiente:

Reactivo Volumen Conce.ntracic')n Programa de PCR
(pL) final T t Ti Cicl
H0 libre de nucleasas 11 - emperatura lemPo 1clos

Buffer Taq (5x) 4 1x 95°C 5 min

MgCl, (25 mM) 1,6 2 mM 95°C 30 seg

sseJ_out5 (10 pM) 0,4 0,2 UM 50°C 30 seg
sseJ_out3 (10 pM) 0,4 0,2 UM . -

dNTPs 0,4 0,2 mM 72°C 1 min

gDNA (templado) 2 - 72°C 2 min
GoTaq DNA Polimerasa (5 U/plL) 0,2 20°C o

Volumen final 20 pL
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Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa
al 1% en solucion amortiguadora TAE 1x y tincion GelRed. La corrida electroforética se

realizé a 100 V durante 30 min.
5.13.- Transduccion de alelo mutante AsseJ en S. Typhimurium 14028s

La transduccion se realizé de la misma forma que en la Seccién 5.9.2, con la

salvedad de que la cepa donadora fue la mutante AsseJ.

5.14.- Ensayos de supervivencia por competencia in vitro entre cepas de

S. Typhimurium en D. discoideum AX4

Con la finalidad de determinar la contribucién del efector SseJ en la
internalizacion y supervivencia intracelular de S. Typhimurium en D. discoideum, se
realizaron infecciones de la ameba con mezclas en proporcion 1:1 de la cepa silvestre
con la cepa mutante AsseJ, o con la mutante AaroA, la cual presenta una supervivencia

intracelular disminuida en D. discoideum (Cooper et al., 2016).

5.14.1.- Ensayo de competencia para evaluar internalizaciéon y supervivencia de

S. Typhimurium en D. discoideum.

Las amebas se cultivaron hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial
(1-2 x 10° células/mL) y la noche anterior al ensayo se sembré un milldon 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 agitacion y al dia siguiente se
lavaron 3 veces con solucién amortiguadora Sorensen 1x (Na;HPO4 0,1333 M, KH,PO4
0,133 M, pH 6,0), y se diluyeron 5 veces, resuspendiéndolas en la misma solucion

amortiguadora. Finalmente, se realizaron mezclas 1:1 de la cepa mutante
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correspondiente con la cepa silvestre para obtener la suspension bacteriana para
infectar las amebas. Previo a la infeccion, las amebas se lavaron 3 veces con solucion
amortiguadora Sorensen 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 determind la
concentracion de bacterias de cada suspension mediante la dilucion seriada en solucion
amortiguadora Sorensen 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-incubacion, las amebas se lavaron 3 veces con solucion
amortiguadora Sorensen con el fin de eliminar las bacterias extracelulares que pudieran
estar presentes. Posteriormente, se afadieron 2 mL de solucion amortiguadora
Sorensen a cada pocillo y se incubd a 23°C sin agitacion hasta los distintos tiempos de
infeccion 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 pL de solucion amortiguadora
Sorensen se centrifugaron, a 200 x g durante 5 min a temperatura ambiente y se
resuspendieron en 200 pL de soluciéon amortiguadora Sorensen 1x suplementada con Gm
(20 pg/mL). Luego, se descartaron 180 pL del sobrenadante y el sedimento se
homogeneiz6 con 180 uL de solucion tampon Sorensen 1x. Las amebas fueron
nuevamente centrifugadas a 200 x g durante 5 min a temperatura ambiente y se
eliminaron 80 pL de sobrenadante y los 20 pL restantes se lisaron anadiendo 80 pL de
la misma solucion amortiguadora suplementada con Triton X-100 al 0,2% para liberar
las bacterias intracelulares. Se realizé una dilucion seriada de los lisados obtenidos en

cada tiempo en PBS 1x y se sembraron alicuotas 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 minimo y
al dia siguiente se realizo el recuento de las colonias obtenidas en cada dilucion
sembrada. En paralelo, se determind el nUmero de amebas viables en cada tiempo
mediante el recuento de las células tenidas con azul de tripan en camara de Neubauer

(Figura 11).
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1x10% amebas/pocillo
MOI 100 bacterias/ameba

Cultivo D. discoideum AX4 S5 23°C. 1h Cultivo cepa silvestre y mutante
HLS, 23°C, agitacién orensen, £3L, de S. Typhimurium 14028s,
1-2x10°% células/mL 37°C, agitacién, 16 horas
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Figura 11. Ensayo de internalizacion y supervivencia de S. Typhimurium durante la infeccion
de D. discoideum. Procedimiento experimental para evaluar la internalizacion y supervivencia
de la cepa mutante de S. Typhimurium AsseJ en D. discoideum mediante ensayos de
competencia. Los detalles se mencionan el texto.
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5.14.2.- Expresion de los resultados obtenidos y analisis estadistico

Las UFC de cada mutante se expresaron como valores relativos a las UFC de la
cepa silvestre en cada tiempo de infeccion (0, 1, 3 y 6 h post infeccion). Con los datos
obtenidos se calculé el indice de competencia (Cl) para la internalizacion vy

supervivencia de acuerdo con la siguiente formula:

UF Cmutante]
Cl = UFCsilvestre

Final

[UFCmutante]

UFCsilvestre Inicial

El CI para la internalizacion se calculd considerando como razén de UFC inicial
a las bacterias cuantificadas en el indculo y como razén de UFC final a las bacterias
intracelulares recuperadas en el tiempo 0. Para el Cl de la supervivencia intracelular
se considerd como razoén de la UFC inicial a las bacterias recuperadas a tiempo 0 y como
razon final a las bacterias intracelulares recuperadas a los tiempos 1, 3, y 6 h post

infeccion.

Los valores de Cl calculados fueron expresados como logaritmo en base 10

(Log1o) y se interpretaron de acuerdo con los siguientes criterios:

Logio(Cl) < O Indica que la cepa mutante sobrevive o invade menos que la cepa

silvestre
Logio(Cl) = 0 Indica que la cepa mutante se comporta como la cepa silvestre
Logi0(Cl) > 0 Indica que la cepa mutante sobrevive o invade mas que la cepa silvestre.

La significancia estadistica se determindé a partir de 3 réplicas biologicas

utilizando la prueba estadistica t de Student de dos colas.
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6.- RESULTADOS

El uso de fusiones traduccionales ha resultado tremendamente Gtil para evaluar
la translocacion de efectores de los sistemas de secrecion bacterianos al citoplasma de
células eucariontes. Una de estas estrategias ha sido la fusion de los distintos efectores
al dominio catalitico 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, proteina que solo se encuentra en el citoplasma de células eucariontes y
no en el citoplasma bacteriano. Esta caracteristica permite monitorear el proceso de
translocacion de las proteinas efectoras desde bacterias como Salmonella a una célula
hospedera eucarionte durante la infeccion, mediante la medicion de los niveles de
AMPc. Por otra parte, se encuentran disponibles anticuerpos contra el dominio CyaA’,
por lo que también es posible determinar la translocacion de los efectores mediante la
inmunodeteccion de la proteina de fusion en la fraccion citoplasmatica de la célula

hospedera.

En este trabajo se construyeron distintas cepas derivadas de S. Typhimurium
que portan la fusion sseJ-cyaA’, la cual permite la produccion de la proteina de fusion
SseJ-CyaA’. Esta fusion ha permitido caracterizar la translocacion del efector SseJ al
citoplasma de distintas células hospederas, habiéndose evaluado en macréfagos
RAW264.7 (Miao y Miller, 2000) y J774 (Niemann et al., 2011). Lo anteriormente
expuesto tiene como finalidad evaluar la translocacion del efector SseJ del T3SS-2 al
citoplasma de D. discoideum, modelo para investigar la importancia de los T3SS de

Salmonella en la interaccion patégeno-hospedero.
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6.1.- Construccion de la fusion plasmidial pMMB207::sseJ-cyaA’

Se generaron las cepas pMMB207::sseJ-cyaA’, AinvA/pMMB207::sseJ-cyaA’ y
AssaD/pMMB207::ssed-cyaA’, todas derivadas de Salmonella Typhimurium 14028s (ver
Seccion 5.7). Estas cepas expresan la proteina de fusion SseJ-CyaA’ a partir del
plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’. Esta proteina presenta una fusién C-Terminal al
dominio CyaA’ de B. pertussis, el cual permite detectar la produccion de SseJ en

S. Typhimurium mediante la inmunodeteccion de este dominio mediante western blot.

Para realizar la construccion génica que permite expresar la proteina de fusion
SseJ-CyaA’ desde un plasmidio, se extrajo el gDNA de S. Typhimurium 14028s (Figura
12A) y posteriormente se amplifico el gen sseJ desde el gDNA con los partidores
sseJ_CyaA_5’ y sseJ_CyaA_3’, que contenian sitios de restriccion para las enzimas Xbal
(5’) y Xhol (3’). El producto de PCR obtenido presenté el tamafno 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 ligacion fueron dializados y
transformados mediante electroporacién en E. coli DH5a electrocompetentes. Se
confirmo6 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

amplicon de tamano esperado de 1437 pb (Figura 12C).

El plasmidio pGEM-T::sseJ fue extraido desde la colonia transformante #10 de
E. coli DH5a. Paralelamente, se realizd la extraccion del plasmidio
PMMB207::pphB-cyaA’ desde la cepa derivada de E. coli TOP10 que lo contenia

(Figura 13A).
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Figura 12. Construccion del plasmidio pGEM-T::sseJ-cyaA’. (A) Productos de la extraccion de
gDNA de S. Typhimurium 14028s con el sistema comercial “GenElute Bacterial Genomic DNA
Kit”. (B) Producto de PCR de la amplificacion del gen sseJ desde el gDNA, utilizando los
partidores sseJ_CyaA_5’ y sseJ_CyaA_3’. La banda obtenida corresponde al tamano esperado de
1261 pb. (C) Productos de PCR de colonias obtenidas de E. coli DH5a transformadas con el
plasmidio pGEM-T::sseJ, utilizando los partidores SP6 y T7. Las bandas observadas en las
colonias transformantes corresponden al tamafno esperado de 1437 pb. Imagenes obtenidas a
partir de electroforesis en geles de agarosa al 1%.

Luego de la extraccion, los plasmidios fueron digeridos con las enzimas Xbal y
Xhol (Figura 13A y 13B) y los productos deseados fueron purificados desde un gel
preparativo de agarosa. Posteriormente, se realizo la ligacion del inserto obtenido
desde el pGEM-T::sseJ con el esqueleto obtenido desde el pMMB207::pphB-cyaA’. Los
productos de ligacion se transformaron por electroporacion en E. coli DH5a
electrocompetentes, obteniéndose colonias transformantes con el plasmidio
PMMB207::sseJ-cyaA’. La insercion del gen sseJ en este plasmidio se confirmé mediante
PCR de colonias utilizando los partidores pMMB207_Fw y PMMB207_Rv, obteniéndose el
producto de PCR correspondiente al tamano esperado de aproximadamente 2460 pb

(Figura 14D).
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Figura 13. Construccion del plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’. (A) Productos de la extraccion
de los plasmidios senalados usando el sistema comercial “Qiagen Plasmid Maxi Kit”. Gel de
agarosa al 1%. (B) Productos de la digestion de pGEM-T::sseJ con las enzimas Xhol y Xbal. Gel
de agarosa al 1% (C) Productos de la digestion de pMMB207::pphB-cyaA’ con las enzimas Xhol y
Xbal. Gel de agarosa al 0,8%. (D) Productos de PCR de las colonias obtenidas de la
transformacion con el producto de ligacion 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 tamafo esperado (aproximadamente 2460 pb).

Una vez obtenidas las colonias de E. coli DH5a/pMMB207::sseJ-cyaA’ se realizo
la extraccion del plasmidio, el cual se transformé en S. Typhimurium 14028s para

analizar la expresion de la proteina de fusion a partir del plasmidio construido.
6.2.- Produccion de la proteina SseJ en S. Typhimurium 14028s

Una vez realizada la construccion de las fusiones plasmidiales de sseJ a cyaA’,
fue necesario evaluar la expresion del producto de esta fusion, la proteina SseJ-CyaA’.
Esto se realizd en presencia de IPTG, condicion inductora de la actividad transcripcional

del plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’.

Para confirmar la presencia de proteinas en los lisados bacterianos de la cepa

silvestre y la cepa silvestre transformada con el plasmidio, se realizoé la separacion por
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masa molecular de las proteinas obtenidas de dichos lisados mediante SDS-PAGE y los
geles se tineron con azul de Coomassie (ver Seccién 5.8.2). Se observa la presencia de
proteinas 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 deteccion de la proteina de fusion se llevo a cabo mediante ensayos de
western blot (ver Seccion 5.8.3) con muestras de lisados bacterianos obtenidos de las
cepas silvestre y 14028s/pMMB207::ssedJ-cyaA’, ambas crecidas a 37°C en medio de

cultivo LB suplementado o no con IPTG.

Se inmunodetecté la proteina de fusion en la cepa portadora del
PMMB207::sseJ-cyaA’ bajo condiciones de cultivo en presencia de IPTG, y se observo
una banda que presenté 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 detectd la proteina SseJ-CyaA’ ni en los sedimentos del cultivo
realizado en condiciones inductoras de la expresion de la fusion ni en el sedimento del
cultivo carente de IPTG. Por otra parte, no se obtuvo bandas de deteccion inespecifica
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 produccion de la proteina de fusion

SseJ-CyaA’ desde la construccion plasmidial generada, en presencia de IPTG.
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Figura 14. La proteina de fusion SseJ-CyaA’ es producida a partir de una fusién 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 teiiido con azul de Coomassie. (B) Inmunodeteccion mediante western blot
de la fusion 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 proteina de fusion SseJ-CyaA’.

6.3.- Secrecion in vitro del efector SseJ al medio de cultivo

Una vez generada la cepa 14028s/pMMB207::sseJ-cyaA’ y confirmada la
expresion de la proteina de fusion SseJ-CyaA’, se generaron las cepas derivadas
AinvA/pMMB207::sseJ-cyaA’ y AssaD/pMMB207::sseJ-cyaA’ mediante la transformacion
de las cepas mutantes AinvA::Kan y AssaD::Kan con el pMMB207::sseJ-cyaA’. Los genes
inva y ssaD codifican componentes estructurales esenciales para la translocacion de los

efectores del T3SS-1 y T3SS-2, respectivamente, por lo que la ausencia de estos genes
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impediria la secrecion de sus proteinas efectoras. Por lo tanto, estas cepas mutantes
permitieron evaluar la secrecion de SseJ a través de los T3SS de S. Typhimurium y su

translocacion hacia la célula hospedera en los ensayos de infeccion de D. discoideum.

Para la caracterizacion de la secrecion in vitro del efector SseJ se realizaron
cultivos de las cepas 14028s/pMMB207::sseJ-cyaA’, AinvA/pMMB207::sseJ-cyaA’ y
AssaD/pMMB207::sseJ-cyaA’ en medio de cultivo suplementado con IPTG o sin
suplementar. El medio de cultivo se separé del sedimento bacteriano por centrifugacion
y se determind la secrecion del efector a través de los T3SS mediante la deteccion por
western blot del epitopo CyaA’ y de la proteina chaperona citoplasmatica DnaK. El uso
de un anticuerpo contra DnaK permite determinar la presencia de contenido
citoplasmatico bacteriano en las muestras, por lo que se puede discriminar si la
presencia de SseJ-CyaA’ se debe a su secrecion o a la lisis bacteriana. El anticuerpo
primario utilizado para la deteccion de DnaK permite detectar esta proteina, que
presenta una masa molecular de 70 KDa. Previo a la deteccion, el sobrenadante del
cultivo fue filtrado para eliminar las bacterias remanentes y las proteinas totales

presentes en la muestra fueron concentradas (ver Seccion 5.8.4).

Como se observa en la Figura 15, de detecto la proteina de fusion 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 observo
reaccion positiva bajo ninguna condicion de cultivo en la cepa silvestre. Por otra parte,
no se detecto la proteina citosolica DnaK en ninguna de las muestras obtenidas de los
sobrenadantes (Figura 15A y 15D). De esta forma, se concluye que SseJ-CyaA’ se esta

expresando y que su deteccion 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 secrecion deshabilitados (Figura 15C y 15D), se observo la presencia
de la proteina de fusion tanto en el lisado total como en el sobrenadante de la mutante
AinvA incubada en presencia de IPTG. En el caso de la mutante AssaD, la fusion se
detecto asociada solamente al sedimento bacteriano, indicando que la proteina
SseJ-CyaA’ no se secretd al medio de cultivo. En conjunto, estos resultados indican que

la proteina de fusion SseJ-CyaA’ se secreta al medio de cultivo por medio del T3SS-2.

(a) Sobrenadantes

SseJ-Cyad’ Ssed-Cyad’ WT WT
IPTG 10pM + - + -
SseJ-Cyah B9 kDa = ~
DnaK 70 kDa *
(b) Lisados

SseJ-Cyad’ Ssed-Cyad’ WT WT
IPTG 10pM + . + .

SseJ-Cyah 89 kDa & S 8

ek 70100 + —

(c) Sobrenadantes
AinvaA /5sel-Cyad’ AinvaA /5sel-CyaA’ AssaD/Ssel-CyaA’ AssaD/Ssel-Cyad’

IPTG 10pM + - + -
Ssed-CyaA B9 kDa * M I
Dnak 70 kDa *

(d) Lisados

Ainvad /SseJ-Cyal’ AinvaA /SseJ-CyaA’ AssaDfSsed-CyaA' AssaD/Sse-Cyad’
IPTG 10uM + - + -
Dnak  70kDa % R e
Figura 15. El efector SseJ es secretado al medio de cultivo mediante el T3SS-2.
Inmunodeteccion de las proteinas 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).
Inmunodeteccion de las proteinas SseJ-CyaA’ y DnaK en sobrenadantes de cultivo de las cepas

AinvA/SseJ-CyaA’ y AssaD/SselJ-CyaA’ (C) y en lisados de los sedimentos bacterianos de estos
cultivos (D).
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6.4.- Translocacion de la proteina SseJ durante la infeccion de S. Typhimurium en

D. discoideum

Se ha comprobado la translocacion del efector SseJ al citoplasma de células
hospederas eucariontes en otros modelos de infeccion 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 interaccion del Salmonella con
D. discoideum. Estudios previos realizados por nuestro grupo han demostrado que
S. Typhimurium requiere de los sistemas de secrecion T3SS-1 y T35S-2 y de algunos de
sus efectores para sobrevivir en D. discoideum (Riquelme et al., 2016; Valenzuela et
al., 2021). Es por esta razén que se ha hipotetizado que los efectores de estos sistemas
de secrecion tendrian un rol importante en la interaccion de S. Typhimurium con
D. discoideum, siendo el efector SseJ un candidato para evaluar su translocacion 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 fusion SseJ-CyaA’
codificada en el cromosoma bacteriano. Cabe destacar que en todas estas cepas la
expresion de la proteina de fusion SseJ-CyaA’ se encuentra bajo el control de su
promotor silvestre. Para determinar la translocacion del efector SseJ se realizaron
ensayos de infeccion, en que se evalud la presencia de la proteina SseJ-CyaA’ en la

fraccion citoplasmatica de D. discoideum y en la fraccidon asociada a bacterias.
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6.4.1.- Generacion de la cepa portadora de la fusion génica sseJ::cyaA’-FRT y de

las cepas mutantes AinvA y AssaD portadoras de la fusion

Se generd la cepa derivada de S. Typhimurium 14028s, sseJ_cyaA’-Kan mediante
el método de remplazo alélico por recombinacion de productos de PCR (Datsenko y
Wanner, 2000). Para realizar la construccion de una fusion génica cromosomal que
permite expresar SseJ-CyaA’, se amplifico 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 homologas a las secuencias
que flanquean el gen sseJ. Este producto se transform6 en S. Typhimurium 14028s
portadora del plasmidio pKD46 (ver Tabla 2), el cual permite la expresion inducible de
la recombinasa Red del fago A. La recombinacion del fragmento obtenido por PCR con
las zonas homodlogas en el genoma de S. Typhimurium permiten la generacién de la

fusion génica cromosomal del gen sseJ con cyaA’ (Fernandez et al., 2021).

Para generar las cepas sseJ_cyaA’-FRT, AinvA/sseJ_cyaA’-FRT vy
AssaD/ssed_cyaA’-FRT, en primer lugar, se elimind el cassette de resistencia a
antibidtico de la cepa sseJ_cyaA’-Kan mediante la recombinasa Flp. La eliminacion del
cassette se confirm6 mediante PCR de colonias. Una vez obtenida la cepa
sseJ_cyaA’-FRT, se transdujeron los alelos mutantes AinvA::Kan y AssaD::Kan al fondo

genético sseJ::cyaA’-FRT.

65



6.4.2.- Produccion de la proteina de fusion SseJ-CyaA’ desde las cepas

sseJ_cyaA’-FRT, AinvA/sseJ_cyaA’-FRT y AssaD/sseJ_cyaA’-FRT

Para confirmar la expresion de la proteina de fusion 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, AinvA/sseJ_cyaA’-FRT y AssaD/sseJ_cyaA’-FRT bajo
condiciones inductoras de la expresion de los genes asociados a las islas de
patogenicidad SPI-1 y SPI-2 y se prepararon muestras de lisados bacterianos para la

inmunodeteccion de la fusion.

Como se observa en la Figura 16, en todas las cepas portadoras de la fusion se
inmunodetectd una proteina con el peso molecular esperado de -89 kDa
especificamente 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
proteina de fusién en ninguna de las condiciones de cultivo ensayadas (Figura 16).
Estas observaciones indican que el alelo que codifica la fusion cromosomal responde a
las sefales ambientales que regulan la expresion del gen silvestre sseJ en

S. Typhimurium.

AinvA/ AssaD/
WT sseJ_cyaA’-FRT sseJ_cyaA’-FRT sseJ_cyaA’-FRT

SPI-1 SPI-2 SPI-1 SPI-2 SPI-1 SPI-2 SPI-1 SPI-2 Condiciones inductoras

—— - s | SseJ-CyaA’

Figura 16. El efector SseJ es producido por S. Typhimurium bajo condiciones inductoras de
los genes de la SPI-2. Inmunodeteccion de la proteina de fusion Ssel-CyaA’ en lisados
bacterianos de las cepas silvestre (WT), sseJ_cyaA’-FRT, AinvA/sseJ_cyaA’-FRT 'y
AssaD/ssedJ_cyaA’-FRT cultivadas en condiciones inductoras de la SPI-1 y SPI-2.
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6.4.3.- Translocacion de la proteina SseJ durante la infeccion de S. Typhimurium

en D. discoideum

Para caracterizar la translocacion del efector SseJ al citoplasma de
D. discoideum, se realizaron ensayos de infeccion de la ameba con las cepas
bacterianas sseJ_cyaA’-FRT, AinvA/sseJ_cyaA’-FRT y AssaD/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 centrifugd para
obtener dos tipos de muestras: los sobrenadantes, asociados a la fraccion
citoplasmatica de D. discoideum, y los sedimentos, asociados a las bacterias
procedentes desde el interior de la ameba o del medio extracelular. Luego, se detecto

la proteina de fusion SseJ-CyaA’ mediante western blot en ambas fracciones obtenidas.

Bajo las condiciones en las que se llevo a cabo el ensayo no se pudo determinar
la translocacion del efector SseJ de S. Typhimurium a D. discoideum, pues no se detecto
la proteina de fusion en la fraccion citoplasmatica de ninguna de las infecciones con
las distintas cepas en los tiempos ensayados (Figura 17A). Por otra parte, en la fraccion
asociada a los sedimentos bacterianos se observo la presencia de la proteina de fusion
SseJ-CyaA’ en todas muestras provenientes de infecciones llevadas a cabo con las cepas
portadoras del alelo mutante (Figura 17B). No se detectd la proteina SseJ-CyaA’ en los
sedimentos de las infecciones realizadas con la cepa silvestre de S. Typhimurium o en
la condicion sin infectar, en ninguno de los dos tiempos ensayados. En la fraccion de
sedimentos asociados a bacterias, la proteina chaperona citoplasmatica DnaK no se
detecto en la condicion sin infectar, pero si se detectd en la fraccion asociada a los

sedimentos bacterianos de todas las cepas ensayadas, tanto en los tiempos de 3y 6 h
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post infeccion (Figura 17B), demostrando la presencia de bacterias en dicha fraccion.
Por su parte, DnaK no se detecto en la fraccion citoplasmatica, por lo que se confirma

la ausencia de bacterias en la fraccion 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
infeccion con respecto a las del tiempo de 3 h post infeccion. La biomasa utilizada para
generar ambas muestras fue la misma, por lo que existe una mayor cantidad de la

proteina SseJ-CyaA’ a tiempos mas largos post infeccion.

A

3 horas post infeccion 6 horas post infeccion

AinvA/ AssaD/ AinvA/ AssaD/
Sin Infectar WT  sseJ_cyaA’ sseJ_cyaA’ sseJ_cyaA’ Sin Infectar WT  sseJ_cyaA’ sseJ_cyaA’ ssel_cyaA’
5 PR FEOTRE = % B .;w ; P = ; 7 an e R T

i

=+ 0 5 3 N W
0 o b3

SseJ-CyaA’

i

—— - — .

3 horas post infeccion 6 horas post infeccion

AinvA/ AssaD/ AinvA/ AssaD/
Sin Infectar WT  sseJ_cyaA’ sseJ_cyaA’ sseJ_cyaA’ Sin Infectar WT sseJ_cyaA’ sseJ_cyaA’ sseJ_cyaA’
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Figura 17. El efector SseJ es expresado por S. Typhimurium durante la infeccion de
D. discoideum. Las amebas fueron infectadas con las cepas silvestre (WT), sseJ_cyaA’-FRT,
AinvA/sseJ_cyaA’-FRT y AssaD/sseJ_cyaA’-FRT y luego de 3 y 6 h post infeccion se lisaron las
amebas, se recupero la fraccion asociada al citoplasma de D. discoideum, donde no se detecto
la proteina de fusion (B) y los sedimentos asociados a bacterias, en donde la fusion se detectd
en todas las cepas portadoras del plasmidio luego de 3 y 6 h post infeccion (A).

68



Puesto que la proteina de fusion SseJ-CyaA’ solo se produce en condiciones
inductoras de la expresion 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 sefales ambientales necesarias para que los genes asociados a la SPI-2 sean

expresados durante el proceso infeccioso.

6.5.- Efecto de SseJ sobre la internalizacién y supervivencia intracelular de

S. Typhimurium en D. discoideum

Existen antecedentes en la literatura que indican que el efector SseJ tendria un
papel importante en la supervivencia intracelular de Salmonella en el hospedero, pues
una mutante AsseJ de S. Typhimurium presenta un defecto en la replicacion
intracelular en macrofagos murinos. Por esta razon, se decidio investigar la importancia
del gen sseJ en la internalizacion y supervivencia intracelular de S. Typhimurium al

interior de D. discoideum durante la infeccion.

Para esto, se generd una cepa mutante por delecion del gen sseJ mediante el
método de remplazo alélico por recombinacion de productos de PCR (Datsenko y
Wanner, 2000). La mutacion del gen sseJ se confirmé 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 AsseJ (Figura 18).
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Figura 18. Confirmacion de la generacion de la cepa mutante AsseJ 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 AsseJ, se realizaron ensayos de
competencia in vitro en D. discoideum. Para esto, se infect6 a la cepa silvestre AX4 de
D. discoideum con mezclas en proporcion 1:1 de la cepa silvestre con la mutante AsseJ,
o con la mutante AaroA. Esta ultima se utilizd como control ya que presenta defectos
de supervivencia intracelular en distintos modelos de infeccion, incluyendo a
D. discoideum (Riquelme et al., 2016). Luego, se analizo la internalizacion y se evalud
la supervivencia intracelular de las cepas luego de 1, 3 y 6 h de infeccion. Esto se
realiz6 mediante la recuperacion de las bacterias intracelulares y su recuento por
dilucién 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 AsseJ o AaroA (ver Seccion
5.14.1). Con los valores obtenidos, se calculo el indice de competencia (IC) utilizando
la formula descrita en la Seccién 5.14.2 y los datos se expresaron como Logio(IC). De
esta forma, un valor de Log1o(IC) es mayor a 0 indica que la cepa mutante sobrevive o
invade mas que la cepa silvestre. Por el contrario, si el valor de Logio(IC) es menor a 0,
la cepa mutante sobrevive o invade menos que la cepa silvestre. Finalmente, si un valor
de Log1o(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 disminucion significativa en la internalizacion
relativa de la mutante AsseJ con respecto a la cepa silvestre, siendo la poblacion de la
mutante internalizada aproximadamente la mitad de la poblacion de la cepa silvestre
(Figura 19A). Esto indica que el efector SseJ es requerido para la internalizacion de
S. Typhimurium en D. discoideum en los ensayos de competencia descritos. Por el
contrario, la cepa mutante AaroA no exhibio diferencias en sus niveles de
internalizacion 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 afectaria

a la internalizacion de S. Typhimurium en D. discoideum.

En el caso de la supervivencia intracelular a los tiempos ensayados, se observd
que la cepa mutante AsseJ exhibe una supervivencia intracelular deficiente en
D. discoideum luego de 1y 6 h de infeccion (Figura 19B). De hecho, luego de 1 h de
infeccion la mutante AsseJ sobrevivio aproximadamente dos veces menos que la cepa
silvestre. Este fenotipo atenuado también se observo luego de 6 h de infeccion, siendo

la supervivencia de la cepa mutante AsseJ 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 AsseJ y la cepa silvestre a las 3 h post infeccion (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 infeccion seria crucial en la
supervivencia de Salmonella en el modelo descrito. Como era de esperar, en el caso de
la mutante AaroA se observo una supervivencia intracelular disminuida a las 3y 6 h
post infeccion (Figura 19B). En el caso del tiempo 3 h, la mutante AaroA sobrevivio
cerca de 6 veces menos que la cepa silvestre, presentando el mismo comportamiento
a las 6 h post infeccion, por lo que el producto del gen aroA seria 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 dano celular a los tiempos ensayados.
Ademas, esto indica que los fenotipos atenuados observados no son producto de una
menor recuperacion de bacterias intracelulares, producto de un menor nimero de

células viables de D. discoideum.

Analizados en conjunto, estos resultados demuestran la importancia del efector
SseJ de S. Typhimurium en la invasion y supervivencia intracelular de la bacteria en la

ameba D. discoideum.
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Figura 19. Contribucion del efector SseJ en la internalizacién y supervivencia intracelular
de S. Typhimurium en D. discoideum. (A) La internalizacion relativa de las mutantes AsseJ y
AaroA respecto a la cepa silvestre se calculdo como (UFCputante/ UFCwi)to/ (UFCrutante/ UFCwt)indeuto-
(B) La supervivencia intracelular de las mutantes AsseJ y AaroA se calculdé como
(UFCrnutante/ UFCot) i/ (UFCrnutante/ UFCyi)io Y S€ expresd como Logyo. Todos los valores muestran el
promedio de al menos tres réplicas biolégicas + el error estandar de la media (SEM). La
significancia estadistica se determiné utilizando un test t de Student de dos colas (* = P < 0,05).
(C) Recuento de amebas viables totales durante los ensayos de infeccion.
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7.- DISCUSION

Salmonella Typhimurium es una bacteria patdégena de importancia para la salud
publica debido a que es uno de los principales agentes causantes de enteritis a nivel
mundial. Cuando Salmonella es adquirida mediante la via 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 interacta con células fagociticas
profesionales del sistema inmunitario, causando una respuesta inflamatoria local que
desencadena la liberacion de Salmonella al medio ambiente. La patogenicidad de
Salmonella se debe principalmente a su capacidad de sobrevivir dentro de células
fagociticas profesionales como macrdfagos, polimorfonucleares y células dendriticas,
las cuales participarian como vectores de diseminacion 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 macréfagos, 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
interactia 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 fagociticas profesionales de mamiferos. 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

macrofagos 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 proteinas
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 generacion 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 T3S5-1, 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 dinamica del
compartimento vacuolar donde reside Salmonella, y en los procesos autofagicos, 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 mantencion de la bacteria
la interior de la ameba. Los efectores secretados a través del T3SS-2 son especialmente
relevantes en la biogénesis y maduracion de la SCV en distintos hospederos. El estudio
del rol de estos efectores es crucial para la comprension de los mecanismos utilizados

por Salmonella para sobrevivir en D. discoideum y, por lo tanto, tener un conocimiento
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mas acabado de la interaccion de la bacteria con hospederos no humanos en el medio

ambiente.

7.1.- Produccion de la proteina efectora SseJ de Salmonella Typhimurium y

secrecion al medio de cultivo

La secrecion y translocacion de las proteinas efectoras de Salmonella ha sido
ampliamente estudiada, siendo SseJ uno de los efectores mejor caracterizados. La
secrecion y translocacion de SseJ es dependiente del T3SS-2 y esto ha sido demostrado
gracias al uso de distintos dominios de proteinas fusionados al efector. Entre ellos la
fusion a HA para analizar la secrecion al medio de cultivo mediante inmunodeteccion
(Yu et al., 2010; Niemann et al., 2011; Yu et. al, 2018) y CyaA’ en el caso de la
translocacion al citoplasma del hospedero mediante la medicion de los niveles de AMPc
(Miao y Miller, 2000). Sin embargo, el estudio de la secrecion de SseJ al medio de cultivo

mediante fusiones a CyaA’ no ha sido reportada en la literatura.

Con la intencion de demostrar la produccion y secrecion del efector del T3SS-2
al medio de cultivo y su translocacion al citoplasma de D. discoideum, se construyé una
fusion de SseJ a CyaA’, generandose las cepas derivadas de S. Typhimurium portadoras
de construcciones génicas, una plasmidial y otra cromosomal, que permitirian la
caracterizacion de la translocacion 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 carecerian 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 proteina efectora.
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En primera instancia, se construyé el plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’, con el
cual se transformo a la cepa silvestre de S. Typhimurium 14028s. Este plasmidio porta
las secuencias necesarias para la produccion de la proteina SseJ-CyaA’ cuando la cepa
se encuentra en presencia de IPTG (Figura 14). Se logro detectar la proteina de fusion
mediante western blot, fenotipo atribuible a la presencia del plasmidio y de IPTG en
el medio de cultivo, pues dicho patron de banda no se inmunodetectd en la cepa
portadora del plasmidio cultivada en ausencia de IPTG y en la cepa silvestre no
portadora del plasmidio. Ademas, durante la inmunodeteccién de la fusion SseJ-CyaA’
se observaron bandas de interaccion inespecifica solamente en la cepa portadora del
plasmidio inducidas con IPTG. Dichas bandas son atribuibles a la produccion de la
proteina de fusion y no a la interaccion del anticuerpo con otra proteina bacteriana,
pues en ese caso se observarian bandas inespecificas 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 proteina de fusion, podrian deberse a la deteccion de
algun producto de degradacion proteolitica del antigeno utilizado y/o de la proteina
de fusion. También se concluyd que estas bandas inesperadas son atribuibles al
anticuerpo primario, pues en un experimento control se realizo la incubacion de las
muestras de lisados de cultivos suplementados con IPTG Unicamente con el anticuerpo

secundario, sin obtenerse senal alguna al revelar (datos no incluidos).

La proteina SseJ-CyaA’ producida desde el plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’
también se secret6 al medio de cultivo de forma dependiente del T3SS-2 (Figura 15).
La proteina de interés se detecto en los sobrenadantes de cultivo de la cepa silvestre

y de la mutante AinvA transformadas con el plasmidio, no asi en la mutante AssaD
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transformada con el plasmidio. Interesantemente, estos experimentos se realizaron en
medio rico y aun asi se observo secrecion del efector SseJ al medio de cultivo. La
expresion de los genes asociados a los T3SS se realiza en condiciones de cultivos
especificas (ver Seccion 5.10.1): la de los genes asociados a la SPI-2 especificamente,
en carencia de nutrientes y a pH levemente acido. El hecho que SseJ sea secretado al
medio de cultivo en las condiciones ensayadas y que esta secrecion sea dependiente
del T3SS-2 indicaria que hay una produccion basal de los componentes del T3SS-2 en

las condiciones experimentales evaluadas.

Con respecto a las fusiones cromosomales, éstas se generaron mediante una
metodologia desarrollada en nuestro laboratorio para obtener fusiones a efectores
carentes de marcador de seleccion (Fernandez et al., 2021). La ventaja de escindir el
marcador de seleccion de las secuencias que portan la fusion es que se evitan los
posibles efectos polares indeseados debido a la sobreexpresion del marcador de
seleccion. Esto es particularmente Util para fusiones generadas en alelos ubicados en
operones. En el caso de la proteina SseJ, ésta se encuentra codificada en el gen sseJ
(S§TM14_1974) localizado fuera de la SPI-2, por lo que es improbable que la presencia
del marcador de seleccion generara efectos polares indeseados. Sin embargo, se
decidio retirar el cassette de resistencia a Kan de la cepa sseJ_cyaA’-Kan, pues el
mismo marcador de seleccion se encuentra presente en las cepas AinvA::Kan y
AssaD::Kan, por lo que la presencia de este en la cepa receptora impediria una
seleccion efectiva de las transductantes al cultivarlas en placas de agar LB

suplementadas con Kan (ver Seccién 5.9.2.3).
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Se confirmo6 la produccion de la proteina SseJ-CyaA’ a partir de la fusion
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 fusion responde a
las senales ambientales que regulan la expresion del gen sseJ silvestre en
S. Typhimurium. Si bien, se corrobord la produccion de este efector mediante la
induccion de los genes de la SPI-2, no se detecto la fusion en ensayos de secrecion in
vitro llevados a cabo con las cepas portadoras de la fusion cromosomal (datos no
mostrados). Con este fin se utilizaron dos metodologias distintas: mediante la
obtencion de proteinas de los sobrenadantes recuperados de los cultivos bacterianos
realizados (ver Seccion 5.10.1) y segln la metodologia descrita por Yu y colaboradores
(Yu et al., 2010), con algunas modificaciones. En este trabajo se postula que Salmonella
induce la translocacion de los efectores del T3SS-2 mediante la deteccion de los
cambios de pH en el medio. El modelo de los mecanismos de ensamblaje del T3SS-2 y
la secrecion de sus proteinas efectoras contempla que la secrecion de éstos no ocurre
hasta que Salmonella detecta un cambio de pH en el medio. Dentro de la SCV, la
bacteria esta expuesta a pH moderadamente acido (pH 5.0), sefal que induce la
expresion de los componentes estructurales del T3SS-2. A este pH se ensambla el
cuerpo basal del sistema de secrecion, la aguja y el translocon, mientras que la
secrecion de los efectores se reprime. Una vez formado el translocon, 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 translocacion de los
efectores. La estimulacion de este proceso puede realizarse in vitro exponiendo a la
bacteria a pH 5,0 para inducir el ensamblaje del T3SS y la secrecion de las proteinas

del translocon, para posteriormente aumentar el pH del ambiente a 7.2, suprimiendo
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la secrecion del translocon y permitiendo la secrecion de las proteinas efectoras (Yu et
al., 2010). En los resultados del estudio mencionado se utilizo una fusion de SseJ a HA,
demostrando su secrecion al medio de cultivo realizando el cambio de pH descrito. La
misma metodologia se utilizd para evaluar la secrecion de la fusion SseJ-CyaA’ en esta
tesis, pero desafortunadamente no se logré inmunodetectar la fusion 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 fusion detectada en los lisados
bacterianos obtenidos en este trabajo es mucho menor que la reportada en la literatura
citada, considerando, ademas, que la biomasa utilizada en las publicaciones de Yu es
la mitad de la utilizada en esta tesis. Esta produccion disminuida de la proteina
SseJ-CyaA’ podria explicar el que no detectado la proteina en los sobrenadantes de
cultivo. Esta hipétesis también podria sustentarse en el hecho que en los experimentos
de secrecion in vitro realizados con las cepas portadoras del plasmidio
PMMB207::sseJ-cyaA’, en los que si se detecto la proteina de fusion SseJ-CyaA’ en los
sobrenadantes de cultivo, se revelé una mayor cantidad de la fusion en los lisados
bacterianos (la biomasa utilizada en los lisados de ambos ensayos fue la misma). De
esta forma, habria una mayor secrecion de SseJ debido a la mayor cantidad de proteina
producida. Por otra parte, las condiciones inductoras de los genes de la SPI-2 utilizadas
en nuestro laboratorio contemplan el uso de medio minimo 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 minimo N, pero en concentraciones levemente

distintas. Podria ser que el pH utilizado al inicio de nuestro experimento no fuera lo
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suficientemente acido para inducir una expresion mayor de los genes asociados al
T3SS-2 o que la diferencia en la concentracion de sales entre el medio minimo N y el
MgM-MES hiciera la diferencia al momento de inducir la expresion de los genes
asociados al T3SS-2. Otro factor para considerar es el epitope utilizado para generar la
fusion al efector. En el caso del trabajo de Yu, el epitope utilizado fue HA, por lo que
podria ser que la diferencia entre ambos HA y CyaA’ afectara la secrecion a través del
aparato del T3SS-2, aunque a juzgar por los resultados obtenidos en los ensayos de
secrecion in vitro utilizando las cepas portadoras del plasmidio pMMB207::sseJ-cyaA’.
Este factor podria descartarse, pues en este caso se observa una inmunodeteccion de
la fusion en el medio de cultivo, lo cual esta asociado a la secrecion del efector a través
del T3SS-2. De todas maneras, seria interesante caracterizar la secrecion in vitro de
una fusion de efectores a CyaA’, emulando de manera mas rigurosa las condiciones

descritas en la literatura.

7.2.- Translocacion de la proteina efectora SseJ de S. Typhimurium al citoplasma

de D. discoideum

Uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar la translocacion del
efector SseJ de S. Typhimurium al citoplasma de D. discoideum mediante la
inmunodeteccion de la fusion SseJ-CyaA’ en la fraccion citoplasmatica obtenida a partir

de una infeccion de la ameba con la bacteria.

La translocacion dependiente del T3SS-2 del efector SseJ se demostrd por
primera vez utilizando una fusion a CyaA’ durante la infeccion macrofagos RAW264.7
con S. Typhimurium, donde se evaluaron los niveles de AMPc para determinar la

translocacion (Miao y Miller, 2000). Posteriormente, el uso de una fusion de SseJ a HA
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permitio evaluar la translocacion a células HeLa y macréfagos RAW264.7 mediante
inmunofluorescencia, confirmando que el efector se localiza en la cara externa de la
membrana de la SCV durante la infeccion (Freeman et al., 2003). Por otra parte, el uso
de una fusién CyaA’ a proteinas efectoras de Legionella pneumophila permitio la
evaluacion de su translocacion al citoplasma de D. discoideum mediante la medicion

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 translocacion al citoplasma de D. discoideum mediante la
medicion 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 secrecion para evaluar su translocacion a D. discoideum durante la infeccion. En
este trabajo, se decidi6 utilizar la estrategia de la inmunodeteccion de la fusion
SseJ-CyaA’ en la fraccion citoplasmatica de D. discoideum durante la infeccion.
Lamentablemente, en las condiciones ensayadas que se utilizaron en este trabajo no
se pudo confirmar una efectiva translocacion, pues no se inmunodetectd el epitope
CyaA’ en la fraccion citoplasmatica obtenida tras la lisis de las amebas (Figura 17).
Esto pudo deberse principalmente a que el tampon de lisis utilizado para obtener la
fraccion citoplasmatica de la ameba no fue suplementado con inhibidores de proteasas,
provocando la degradacion de la proteina de fusion mediante las proteasas
citoplasmaticas de D. discoideum. De todas formas, se han utilizado otro epitopes para
evaluar la translocacion de efectores de los T3SS de Salmonella mediante la
inmunodeteccion de fusiones en el citoplasma del hospedero (Cardenal-Mufioz y Ramos-

Morales, 2011), por lo que esta estrategia seria factible bajo las condiciones
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experimentales adecuadas. Para lograr este objetivo, es necesario ajustar el protocolo
a una metodologia que permita la extraccion de proteinas citoplasmaticas de
D. discoideum, generando una muestra adecuada para su analisis mediante a western
blot. Si bien no se pudo determinar la translocacion del efector SseJ utilizando las
condiciones descritas, en los ensayos de supervivencia intracelular (ver Seccién 5.14)
se determind que una mutante AsseJ sobrevive menos que la cepa silvestre durante la
infeccion 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 proteina durante la infeccion. Este rol depende de
la translocacion del efector, por lo que se esperaria que SseJ sea translocado al
citoplasma de la ameba para cumplir la funcion que resulta relevante para la

supervivencia intracelular de la bacteria durante la infeccion de D. discoideum.

Por otra parte, se inmunodetecto la fusion SseJ-CyaA’ en la fraccion asociada a
los sedimentos bacterianos recuperados desde las co-incubaciones. Puesto que la fusion
solo se produce en condiciones inductoras de la expresion 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 sefales ambientales suficientes para que el gen sseJ se
exprese. Debido a que las sefnales que inducen la expresion 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), podria

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 produccion de éste efector durante la infeccion,
sugieren fuertemente que el efector SseJ es producido y translocado al citoplasma de

D. discoideum durante la infeccion.

Ademas, se observa una mayor cantidad de la proteina SseJ-CyaA’ luego de 6 h
post infeccion, con respecto a lo observado en las muestras obtenidas luego de 3 h post
infeccion. Esto se debe principalmente a que después de 6 h luego de infectar, existe
una mayor cantidad de bacterias internalizadas, existiendo una mayor poblacion de
bacterias sometidas a las condiciones ambientales necesarias para la produccion de

SseJ-CyaA’.

7.3.- Rol del efector SseJ en la internalizacién de S. Typhimurium en D. discoideum

durante la infeccién

Para analizar la contribucion de la proteina efectora SseJ en la internalizacion
de S. Typhimurium en D. discoideum, se realizaron ensayos de competencia con una
mezcla 1:1 la cepa silvestre con la cepa mutante AsseJ. Segun 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 seria
necesario para la internalizacion de S. Typhimurium en la ameba. Este resultado es
llamativo considerando que SseJ es un efector secretado por el T3SS-2, por lo cual esta
relacionado con procesos que ocurren una vez internalizada la bacteria en la célula
hospedera, es decir, a tiempos mas tardios luego de la infeccion. Por esta razon,

resultaria interesante analizar otros mecanismos asociados al efector, sobre todo en
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etapas tempranas de la interaccion de Salmonella con D. discoideum y con otros
hospederos eucariontes. Por otra parte, la cepa mutante AaroA presentdé una
internalizacion relativa comparable con la cepa silvestre (Figura 19A), por lo que
ambas cepas se internalizan en igual medida. Los resultados obtenidos para la mutante
AaroA son concordantes con otros estudios realizados en el laboratorio (Riquelme et

al., 2016).

Segun los resultados obtenidos, el efector SseJ estaria involucrado en la
internalizacion de S. Typhimurium en D. discoideum. Sin embargo, para confirmar estas
observaciones lo ideal hubiera sido realizar experimentos con la cepa mutante AsseJ
complementada en trans, lo cual permitiria confirmar que la deficiencia en la

internalizacion relativa observada es consecuencia de la delecion del gen sseJ.

7.4.- Contribucion del efector SseJ en la supervivencia intracelular de

S. Typhimurium en D. discoideum

El analisis de la supervivencia intracelular de una cepa bacteriana con una
delecion de un gen especifico mediante ensayos de infeccion de un hospedero resulta
de vital importancia para la comprension del rol del producto de ese gen durante la
infeccion. Gracias a estos ensayos de supervivencia se ha logrado identificar distintos
factores de virulencia relevantes durante la infeccion. Uno de estos factores es el gen
ssed, 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 AsseJ de S. Typhimurium en macrofagos 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 infeccion 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 infeccion de la ameba
D. discoideum. De esta manera, se ha revelado la importancia de los T35S-1y T3SS5-2y
de algunos de sus efectores en la supervivencia intracelular de S. Typhimurium en la
ameba. En este estudio se evaluo la importancia del efector SseJ en la supervivencia

intracelular durante la interaccion de la bacteria con la ameba.

Para evaluar el rol del efector SselJ en la supervivencia de Salmonella en
D. discoideum, se realizaron ensayos de infeccion por competencia entre la mutante
Assed y la cepa silvestre de S. Typhimurium. En los resultados obtenidos, la mutante
mostré una supervivencia intracelular deficiente luego de 1 y 6 h de infeccién
(Figura 19B). Una hora luego de la infeccion la mutante AsseJ sobrevivio
aproximadamente dos veces menos que la cepa silvestre. Este menor titulo de mutantes
intracelulares a tiempos cortos post infeccion puede deberse a la internalizacion
disminuida que presenta la bacteria con respecto a la cepa silvestre (Figura 19A) y al
rol que tendria este efector durante tiempos tempranos de la infeccion. Posiblemente,
al ser un efector que participa en la biogénesis y establecimiento de la SCV mediante
la modificacion de los lipidos del hospedero, se impediria 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 optimo. A las 6 h transcurridas luego de la infeccion se observo que la
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mutante AsseJ sobrevive aproximadamente 2,5 veces menos que la cepa silvestre,
evidenciando una supervivencia intracelular deficiente a tiempos mas largos de
infeccion. SselJ participa activamente de la consolidacion de la SCV y de la formacion
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). Podria hipotetizarse que este fendmeno
observado en otras células fagociticas, como macrofagos 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 tendria problemas para sobrevivir intracelularmente a
tiempos mas largos post infeccion. Finalmente, la menor supervivencia intracelular que
presenta la mutante AsseJ al interior de la ameba D. discoideum podria 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 AaroA, se observo una menor supervivencia a las 3y 6
h post infeccion. Esta cepa mutante presenta deficiencias en la biosintesis de
compuestos aromaticos y defectos estructurales en la pared celular y en la membrana
externa, que finalmente causan defectos en la supervivencia intracelular en distintos
modelos de infeccidn 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 complementacion evidenciaria si la deficiencia
en la supervivencia intracelular de la cepa mutante AsseJ de S. Typhimurium es
producida por la delecion del gen sseJ, pues se observaria una recuperacion de la

supervivencia intracelular de la bacteria.

En consecuencia, con los datos presentados, este trabajo permite describir de
manera mas acabada el uso de proteinas de fusion para caracterizar la secrecion y
translocacion de proteinas efectoras de los T3SS. Por otra parte, el conocimiento mas
detallado de la interaccion 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 generacion de estos antecedentes radica en la posibilidad del
desarrollo de estrategias de control de diseminacién de Salmonella, al intervenir a nivel

de los organismos en donde reside la bacteria.
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8.- CONCLUSIONES

e El efector SseJ de S. Typhimurium se produce en respuesta a las senales
ambientales que inducen la expresion de la SPI-2 y es secretado in vitro a

través del T3SS-2.

o El efector SseJ de S. Typhimurium es producido cuando la bacteria reside al
interior de la ameba D. discoideum. Sin embargo, no se logré confirmar
experimentalmente la translocacion del efector al citoplasma de la ameba

durante la infeccion.

e El efector SseJ contribuye a la internalizacion de S. Typhimurium en

D. discoideumy es requerido para la supervivencia intracelular de la bacteria

en esta ameba.
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