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RESUMEN

Salmonella typhi es un patogeno exclusivo del ser humano, agente causal de la
fiebre tifoidea. El conocimiento de los mecanismos de patogenicidad y los factores de
virulencia que posee esta bacteria han sido dificiles ya que no existe un modelo animal
para su estudio, razon que ha complicado el desarrollo de una vacuna eficaz contra el
microorganismo. Esta bacteria ha sido clasificada como un patégeno intracelular
facultativo. Esta caracteristica define a un grupo de bacterias con la propiedad de
sobrevivir y de proliferar en el interior de células eucaridticas. S. fyphi sobrevive dentro
de los macréfagos humanos, para lo cual debe poseer mecanismos fisiologicos que le
permitan resistir el “ataque” de los macréfagos. La hipotesis planteada en esta Tesis es
que S. typhi expone en su superficie factores de virulencia que le otorgan la capacidad de
resistir al macr6fago humano. Estos factores de virulencia serian esenciales para la
patogenicidad de S. fyphi y su expresion estaria regulada por las condiciones ambientales
que enfrenta la bacteria en el macréfago. Estos factores pueden ser considerados de
“virulencia” ya que permiten la sobrevivencia de la bacteria dentro de los macrofagos,

una de las etapas esenciales para el desarrollo de la fiebre tifoidea.




La estrategia experimental consisti6 en la obtencién de mutantes de S. fyphi por
insercidn de los transposones Tnphod y MudJ. MudJ se inserta al azar en todo el
genoma bacteriano, permitiendo la obtencion de mutantes en cualquier gen del
microorganismo al igual que Tnphod el cual ademas permite detectar mutaciones
especificamente en proteinas bacterianas extracitoplasmaticas. Ambos transposones
poseen genes indicadores de como ocurre la transcripcion del gen afectado, lo que
permite estudiar la regulacién del gen mutagenizado frente a diversas condiciones
ambientales. Las mutantes Tnphod de S. fyphi permitieron proponer y analizar la
participacion de una actividad de fosfatasa bacteriana en el proceso de sobrevida dentro
de las células histiociticas humanas U937. Por otra parte, la seleccién de mutantes S,
typhi Mud] desde el interior de las células U937 en presencia de ampicilina, sugirié una
participacion importante del lipopolisacarido en este proceso. Debido a la crucial
participacién del regulador transcripcional PhoP en la respuesta de Salmonella
typhimurium dentro de macréfagos murinos, se estudié la presencia y funcionalidad de
phoP en S. typhi Ty2 llevando la mutacion desde S. fyphimurium a S. typhi mediante
transduccion y recombinacién homéloga. La mutante phoP de S. typhi Ty2 obtenida
permitio determinar que este regulador también cumple funciones importantes en la
resistencia de S. fyphi al macréfago U937. En los tres tipos de mutantes empleados en
este estudio se detectd una relacion entre la capacidad para resistir el pH 5 y la capacidad

de sobrevivir intracelularmente, lo que permitié sugerir que un mecanismo importante



por el cual S. fyphi sobrevive dentro del macrofago humano es mediante la respuesta

contra el pH acido que encuentra dentro de los fagosomas.




ABSTRACT

Salmonella typhi is an exclusive human pathogen that causes typhoid fever. The
study of bacterial pathogenic mechanisms and virulence factors in this bacterium have
been hampered by the lack of an animal model. As consequence, a vaccine has been
very difficult to develop. Salmonella typhi has been classified as a facultative
intracellular parasite because of its capacity to sutrvive inside human macrophages. The
proposed hypothesis in this Thesis is that the expression of virulence factors in the
surface of the microorganism is essential for S. fyphi pathogenesis and that the
expression of these virulence factors is regulated by the environmental conditions
provided by the inside of the macrophage.

The experimental approach was to obtain mutants of S. fyphi Ty2 by insertion of
the Tnphod and MudJ transposons. Tnphod was used to detect specifically
extracytoplasmatic proteins and MudJ, that is able to insert anywhere in the bacterial
chromosome, allowed the isolation of mutants in any bacterial gene. Both transposons
carry reporter genes that allow to study the regulation of the mutated gene under different
environmental conditions. The role of an acid phosphatase activity in the capacity of S,

typhi to survive within human histiocytic cells U937 was deduced from the




characterization of the Tnphod mutants. The isolation of Mud] mutants resistant to
ampicillin while inside U937 cells suggested an important role of the LPS in the bacterial
intracellular survival process. Due to the relevant role of the transcriptional regulator
PhoP in the response of S. fyphimurium against murine macrophages, a PhoP mutant of
S. typhi was obtained by transduction and homologous recombination and characterized.
The S. typhi phoP mutant was unable to resist pH 5 and to survive in the U937 cells. The
three types of mutants obtained in this study showed a relation between the capacity to
survive inside U937 cells and to resist pH 5. These results prompted us to suggest that an
important mechanism of survival expressed by S. fyphi within human macrophages is its

response against the acid pH.




INTRODUCCION

Salmonella typhi es una enterobacteria Gram negativa patégena exclusiva para el
ser humano, agente etioldgico de la fiebre tifoidea. Esta enfermedad es un problema de
salud publica en Chile y en otros paises en vias de desarrollo. Aunque los indices de
mortalidad por fiebre tifoidea han disminuido, gracias al uso de los antibidticos, la tasa
de morbilidad es alta: alrededor de 12,5 millones de casos al afio, excluyendo China
continental (Edelman y Levine 1986). La erradicacién de esta enfermedad requiere de
una vacuna eficaz, la cual atin no ha sido desarrollada.

S. typhi ingresa al organismo a través del agua o comidas contaminadas. Luego en
el ileo distal, las bacterias se adhieren y algunas penetran a través de las células
epiteliales pero fundamental y muy importante es la entrada a través de las células
microfoliares o células M (Finlay y Falkow, 1989 y Salyers y Whitt, 1994). Las bacterias
alcanzan la lamina propia y dentro de los macréfagos incapaces de eliminarlas, ocurre la
proliferacién bacteriana intracelular. Los macréfagos cargados de bacterias son drenados
a los nodulos linfaticos mesentéricos y al sistema circulatorio. Ocurren bacteremias
secundarias y colonizacién de los tejidos linfoides del bazo, higado y médula dsea

(Chatfield y col., 1992). Algunos individuos quedan como portadores cronicos, cuando
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el bacilo se aloja en la vesicula biliar, lo que ‘provoca la eliminacion periddica y
abundante del bacilo en las heces (Salyers y Whitt, 1994). La erradicacion de este tipo
de pat6genos requiere de la accion litica de células fagociticas activadas (Kagaya y col.,
1989). La activacion de los macrofagos estd mediada por y-interferén secretado por
linfocitos T de ayuda (tipo 1) y células NK y por el factor de necrosis tumoral B
producido por los linfocitos T de ayuda (tipo 1) que han reconocido antigenos
bacterianos especificos (Janeway y Travers, 1994). Los antigenos bacterianos son
procesados y presentados al linfocito T sobre la superficie en las células presentadoras,
asociados a las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II
(Janeway y Travers, 1994). S. typhi sobrevive dentro de los macrofagos, afectando la
funcién presentadora, limitando su rapida erradicacién e impidiendo el desarrollo de la
respuesta inmune celular especifica.

Debido a su capacidad de sobrevivir intracelularmente en los macrofagos humanos
S. typhi ha sido clasificada como un patdgeno intracelular facultativo (Groisman y Saier,
1990 y Chatfield y col., 1992). Existen otras bacterias que también son capaces de
parasitar al macréfago, por ejemplo: Mycobacterium tuberculosis (Arsmtrong y D'Arcy
Hart, 1971), Mycobacterium leprae (Frehel y Rastogi, 1987), Legionella preumophila
(Horwitz, 1983), Ehrlichia ristici (Wells y Rikihisa, 1988) y Salmonella typhimurium
(Buchmeier y Heffron, 1991). Todas estas especies inhiben la formacién del
fagolisosoma (la fusion que ocurre entre los fagosomas y los lisosomas), y por lo tanto

escapan al contacto con los componentes liticos del macréfago. Ademas, otras especies




como Listeria monocytogenes y Shigella flexneri escapan de los fagosomas y alcanzan el
citoplasma de los macrofagos evitando el contacto con los componentes lisosomales
(Farber y Peterkin, 1991; Portnoy y. col., 1992; Sansonetti y col., 1986 y Falkow, 1991).
Por otra parte, Mycobacterium lepraemurium es la tnica bacteria descrita capaz de
sobrevivir a la accion destructiva de los componentes fagolisosomales (D'Arcy Hart y
col., 1972).

Los mecanismos moleculares por los cuales estas bacterias logran sobrevivir y
resistir la accion litica de los macrofagos atin estan siendo ampliamente estudiados. Pero
al parecer, los componentes bacterianos presentes en la superficie cumplen un papel
importante en este fendmeno. Asi, en el caso de Mycobacterium tuberculosis se inhibe la
fusion del fagosoma con los lisosomas a través de elementos con propiedades
antifusionantes como los sulfatidos (glicolipidos de trehalosa) y el amonio que es
secretado (Gordon y col., 1980 y D'Arcy Hart y col.,, 1987). Los sulfatidos estan
ubicados en la superficie bacteriana (Goren y col., 1976). También, componentes de la
superficie de Mycobacterium leprae participarian en la inhibicion de la fusién entre los
fagosomas y los lisosomas (Frehel y Rastogi, 1987). Por otra parte, Listeria
monocytogenes 'y Shigella flexneri secretan una proteina que forma poros en la
membrana del fagosoma provocando su destruccion. La listeriolisina, que es la
hemolisina producida por Listeria monocytogenes, participa en este proceso y es una

proteina de estrés térmico (Sokolovic y col., 1990). Una vez en el citoplasma, estas

bacterias, inducen la reorganizacién de la actina en estructuras muy particulares




(similares a colas de cometa) a través de las cuales se desplazan para infectar a las
células vecinas (Portnoy y col., 1992). EIl proceso de reorganizacion y ensamblaje del
citoesqueleto celular del macréfago es fundamental para la virulencia de L.
monocytogenes y de S. flexneri y participan proteinas de la superficie bacteriana (Lett y
col., 1989 y Kocks y col., 1992).

Como modelo para estudiar la patogenicidad de Salmonella se ha utilizado
Salmonella typhimurium que produce en el ratén una enfermedad similar a la fiebre
tifoidea del ser humano. Esta bacteria es capaz de inhibir la fusion entre el fagosoma y
los lisosomas de los macréfagos murinos (Buchmeier y Heffron, 1991). En este proceso
inhibitorio se requiere de bacterias vivas, no hay participacién del antigeno O del LPS y
la bacteria modifica la expresion de ciertos genes (Buchmeier y Heffron, 1991). La
modificacion de la expresion génica de S. typhimurium es regulada cuando se encuentra
dentro del macréfago murino por el sistema denominado de "dos componentes"
PhoP/PhoQ (Miller y Mekalanos, 1990). La regulacion génica a través de PhoP/PhoQ
habilita a la bacteria para resistir al pH 4cido y también a las defensinas (Miller, 1991 y
Fields y col., 1989). Estas tiltimas son péptidos catiénicos presentes en los neutrofilos y
en las células de Paneth del epitelio intestinal (Miller y col., 1990 y Belden y Miller,
1994). También, las células del epitelio intestinal y macrofagos de varios mamiferos
producen péptidos cationicos similares a las defensinas que poseen actividad

antibacteriana, antiviral y fungicida (Salyers y Whitt, 1994, Belden y Miller, 1994).
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PhoQ es el componente ubicado en la membrana citoplasmatica de la bacteria, que
transduce la sefial externa detectada: la presencia de las defensinas o el pH 4acido,
fosforilando a PhoP (Figura 1). Luego PhoP fosforilado actiia como activador
transcripcional de genes especificos (pag) y como represor transbripcional de otros genes
(prg) (Groisman y col., 1989). Se ha propuesto que uno de los efectos de esta respuesta
regulatoria, seria retardar la acidificacion de los fagosomas, fenémeno que se observa en
los macréfagos murinos infectados con S. typhimurium (Alpuche-Aranda y col. 1992).

El producto del gen pagC ha sido caracterizado como una proteina de membrana
externa esencial para la sobrevivencia de S. fyphimurium en el interior del macrofago
murino (Pulkkinen y Miller, 1991). La transcripcion de pagC es aumentada 77 veces en
el interior del macréfago murino y 17 veces frente al pH 4cido in vitro (Alpuche-Aranda
y col. 1992). PagC posee homologia con otras proteinas de membrana externa
previamente caracterizadas: con Ail, proteina obtenida de Yersinia enterocolitica; con
Lom expresada en Escherichia coli lisdgenas del fago A y con OmpX de Enterobacter
cloacae (Pulkkinen y Miller, 1991). La homologia de PagC con estas proteinas se
encontraria en la region que se inserta en la membrana externa. Aun se desconoce como
la presencia de PagC en la superficie bacteriana logra el efecto protector.

Otro gen cuya transcripcién es inducida por el sistema PhoP/PhoQ de S.
typhimurium es phoN (Figural), el cual codifica para una fosfatasa 4cida inespecifica de
tipo I (26 Kda) que se ubica en el espacio periplasmico de la bacteria (Kierycol,, 1979 y

Miller y col., 1989). También, el producto del gen phod de E. coli codifica para una
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defensinas
pH acido

PhoP

- +
prg / \P“g

<> PholN

Figura 1: Esquema del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ en Salmonella
typhimurium. La proteina PhoQ ubicada en la membrana citoplasmaética
una vez que ha detectado condiciones ambientales tales como pH 4cido y
presencia de defensinas, presentes en los fagosomas de los macrdfagos,
actua autofosforilandose en un residuo histidina y luego transfiere el grupo
fosfato a PhoP en un residuo aspartato. PhoP fosforilado es activado en
sus funciones de regulador transcripcional de diversos genes. Entre ellos
prg cuya transcripcion es reprimida y pag cuya transcripcion es inducida.
Ademas PhoP induce la expresion de la proteina PhoN, una fosfatasa
acida inespecifica de tipo I que se ubica en el espacio periplasmico de la

bacteria.
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fosfatasa alcalina (58 Kda) ubicada en el espacio peripldsmico y cuya expresién es
inducida en carencia de ciertos nutrientes (Kasahara y col., 1991). Sin embargo, en S.
typhimurium no existe el gen phod, pero la proteina PhoN reemplaza funcionalmente a
PhoA ya que su expresion también es inducida en hambruna de carbono y fosforo (Kier,
y col., 1979). Igualmente, en E. coli no existe el gen phoN, pero PhoA da cuenta de la
actividad fosfatasa detectable a pH 4cido (Kasahara ycol, 1991). Ademas, de PhoN en S.
typhimurium existe otra actividad de fosfatasa 4cida inespecifica (tipo II) menos
estudiada, que podria tener un papel en la virulencia de la bacteria y que también es
regulada por el sistema PhoP/PhoQ (Galan y Curtiss, 1989). En S, typhi no se ha
estudiado la presencia y regulacion, como tampoco la funcién de la(s) actividad(es) de
fosfotasa(s).

Existen otras proteinas expuestas al medio externo que son importantes para la
virulencia de S. fyphimurium. Estas son: una proteina de membrana externa (59 K) que
participa en la proteccion en contra del estallido respiratorio dentro de los neutréfilos
(Stinavage y col., 1990) y una proteina cuya secrecion se induce a 50°C in vitro y que es
responsable de la adherencia de la bacteria al mucus intestinal (Ensgraber y Loos, 1992).

También, una cepa de Salmonella derby que sobrevive dentro de macrofagos
peritoneales murinos, se diferencia de otra cepa incapaz de sobrevivir, en una proteina de
membrana externa de 41K (Budiarti y col., 1991).

Para resistir en el interior del macréfago murino, S. typhimurium expresa alrededor

de 30 nuevas proteinas, las cuales han sido denominadas MIPs (macrophage induced
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proteins). Algunas de éstas corresponden a proteinas que se inducen por estrés térmico y
otras por el sistema PhoP/PhoQ (Buchmeier y Heffron, 1990). En otras condiciones de
estrés in vitro, como son pH 4cido, alta temperatura (42°C) y presencia de agentes
oxidantes, se induce la expresién de otras proteinas, algunas especificas para cada estrés
y otras comunes para todos ellos, tales como GroEL y GroES (Foster, 1991; Christman y
col., 1985 y Farr y Kogoma, 1991). Estas ltimas, son proteinas de estrés térmico
altamente conservadas entre las especies bacterianas y también antigenos
inmunodominantes para los mamiferos (Murray y Young, 1992 y Young y Elliott, 1989).
La expresion de proteinas de estrés en Yersinia enterocolitica dentro de macrofagos
murinos también ha sido detectada. La mayoria de estas proteinas se inducen también in
vitro frente a estrés oxidativo 0 42°C (Yamamoto y col., 1994).

S. typhimurium es atacada por especies reactivas del oxigeno aun antes de alcanzar
estrecho contacto con el macréfago y esto ocasiona la modificacion de la expresion
génica (Francis y Gallagher, 1993); sin embargo, no se ha detectado la participacion del
sistema PhoP/PhoQQ en esta respuesta regulatoria.

Ademas del estrés oxidativo (Hasset y Cohen, 1989) la capacidad bactericida del
macrofago se debe fundamentalmente a: péptidos catidnicos similares a las defensinas
(Leher y col., 1991 y Belden y Miller, 1994); enzimas liticas y el pH 4cido que es capaz
de generar (Bortolussi y col., 1987 y Ohkuma y Poole, 1978). El macrofago produce
compuestos reactivos derivados de oxigeno que operan durante la interaccion bacteria-

macrofago (Francis y Gallagher, 1993 y Hasset y Cohen, 1989), estos son: anion
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superoxido, ion hidréxilo y peroxido de hidrogeno. Este ultimo, es considerado el agente
mas importante ya que puede alcanzar una concentracion milimolar (Christman y col.,
1985) y difundir sin descomponerse (Hasset y Cohen, 1989).

Auln se desconoce cual es el mecanismo de resistencia a la accién litica del
macr6fago humano que posee S. fyphi. Es razonable pensar que al igual que otros
patégenos facultativos intracelulares, S. fyphi deberia utilizar alguno(s) de los
mecanismos que permiten sobrevivir dentro del macroéfago. El unico hospedero
susceptible de la S. #yphi es el ser humano (Chatfield y col., 1992), lo cual ha dificultado
el estudio de la patogenicidad del bacilo, la determinacion precisa de los factores de
virulencia y el desarrollo de una vacuna eficaz. Por otra parte, el modelo de laboratorio
raton-S. ¢yphimurium ha tenido aplicabilidad limitada en sus proyecciones para entender
la tifoidea humana (Levine y col., 1983). Particularmente, se ha fracasado en los intentos
de transferir mutaciones que limitan la virulencia de S. typhimurium en el raton a S. typhi
para el ser humano (Hone y col., 1988).

La estrategia utilizada para la caracterizaciéon de los factores de virulencia de
agentes patogenos para el hombre, ha sido mediante la obtencion de mutantes (por
insercion de transposones en su genoma) que alteran la virulencia (Kehoe y col., 1981 y
Fields y col., 1986). Mediante inserciones del transposon Tn10 se obtuvieron mutantes
de S. typhimurium incapaces de sobrevivir intracelularmente dentro de los macrofagos
murinos y que ademds fueron avirulentas para el raton (Fields y col., 1986). La

caracterizacion molecular de las mutantes obtenidas permiti6 posteriormente el hallazgo
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de 16 loci (ims) propios de S. typhimurium y nunca antes descritos, la mayoria de cuales
mapea entre los minutos 75 y 76 del cromosoma de S, typhimurium (Baumler y col.,
1994).

La obtencion de mutantes de S. fyphi incapaces de sobrevivir en el intracelular del
macrofago humano, presentaria varias ventajas, como la caracterizacién de genes
determinantes de virulencia y el entendimiento de una etapa importante en el mecanismo
molecular de patogenicidad empleado por S. fyphi. Ademds, mutantes con estas
caracteristicas, pero que no pierdan su capacidad de entrar a los macrofagos podrian
constituir una vacuna antitifica ideal. Desde el macrofago, una bacteria limitada en su
patogenicidad o viabilidad, podria lograr inducir respuesta inmune celular indispensable
para combatir infecciones de parasitos intracelulares facultativos (Kagaya y col., 1989 y
Janeway y Travers, 1994). Este tipo de mutantes de patogenicidad limitada podrian
emplearse como vehiculos de inmunidad celular contra antigenos de otros patdgenos
tales como: virus, bacterias hongos y protozoos (Miller y col., 1989 y Chatfield y col.,
1992).

Los hallazgos recientes indican que a través de proteinas inducidas de la superficie
de la bacteria, se manifiestan los mecanismos de resistencia bacteriana (Portnoy y col.,
1992; Kocks y col., 1992; Pulkkinen y Miller 1991 y Miller y col., 1989). Por lo que
resulta muy 4til la mutagénesis con el transposén Tnphod, ya que permite detectar
especificamente proteinas que son exportadas a la superficie bacteriana. Tnphod es un

transposon derivado de Tn5, en el cual el gen phod (fosfatasa alcalina de Escherichia
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coli) reemplaza parte de la secuencia de insercion izquierda IS50L (Figura 2). La
insercion de este transposon en la orientacién correcta y en el marco de lectura
apropiado, genera fusiones de genes entre el gen interrumpido y el gen de la fosfatasa
alcalina aportado por el transposén (Manoil y Beckwith, 1985). La enzima fosfatasa
alcalina solo es activa cuando esta expuesta en la superficie bacteriana (membrana
citoplasmatica, membrana externa y proteinas secretadas al espacio periplasmico o al
exterior) ya que requiere de la formacion de enlaces disulfuro intracatenarios que
pueden adquirirse espontdneamente en el ambiente oxidativo vecino al exterior (Manoil
y col., 1990). Por lo tanto, en presencia de un sustrato adecuado para la fosfatasa
alcalina, es posible seleccionar ficilmente mutantes en genes de proteinas expuestas

(Miller y col., 1989). Las mutaciones generadas por insercion del Tnphod son estables,

con bajas frecuencias de excisién (108 en DNA cromosomal) debido a que este
transposon posee un sistema de transposicion limitado y estrictamente regulado (Egner y
Berg, 1981).

Por otra parte, la mutagénesis con el mini-transposon MudJ produce inserciones al
azar en todo el genoma bacteriano y genera fusiones de operones (Figura 3). Con este
tipo de fusiones se logra el estudio del efecto sobre la transcripcion que sufren los genes
mutagenizados (Casadaban y Cohen, 1979). Estas mutaciones también tienen alta
estabilidad ya que este mini-transposén carece de las transposasas. Asi, se pueden
obtener mutantes en genes reguladores y también en genes de enzimas que podrian

participar en la sintesis de algin factor de virulencia importante, no proteico, que no se
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X hod Gen de resistencia IRS0 "X

a kanamicina

Transcripeion y traduccién

Fragmento X PhoA
e — = Proteina de fusion

Figura2: Esquema del transposon Tnphod insertado en un gen X. Este transposon,
que deriva del transposén TnS5, codifica para resistencia a kanamicina y
tiene reemplazada la secuencia IL50 de Tn5 por el gen phoA. Este gen, de
Escherichia coli, codifica para una fosfatasa alcalina. Si el transposon
queda insertado en la orientacion y en el marco de lectura correctos, se
formaran proteinas de fusion entre el fragmento del gen X y la proteina
PhoA. La expresion de la proteina de fusién queda en funcion de la
transcripcion del gen X. Luego serd posible detectar la actividad de
fosfatasa alcalina sélo cuando la proteina de fusion atraviese la membrana

citoplasmatica y quede expuesta al ambiente externo de la bacteria.
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Operdn Lactosa
X tp facZ lacY facA Kan X
i - I T -

lTrans cripcion y traduccién

Fragmento LacZ LacY LacA
Proteina X

Figura3: Esquema del transposon MudJ insertado en un gen X. Este transposon

posee las secuencias de unidn de ribosomas del operén triptofano (trp), lo

que permite que una vez ocurrida la transcripcién en funcion del promotor

del gen X, se expresen las proteinas del operén de la lactosa. Este

transposon codifica para resistencia a kanamicina (Kan).
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detecte con la mutagénesis mediante Tnphod, como por ejemplo: LPS, glicolipidos o
capsula.

La hipétesis planteada en esta Tesis es que S. typhi expone en su superficie
(definiendo la superficie como: membrana citoplasmética, espacio periplasmico,
membrana externa y medio externo) factores de virulencia que le otorgan la capacidad de
resistir al macréfago humano. Los factores de virulencia serian esenciales para la
patogenicidad de S. fyphi y la expresién de éstos estaria regulada por las condiciones
ambientales que enfrenta la bacteria en el macréfago.

En esta Tesis se consideraran condiciones de estrés: temperatura 42°C, pH 5 y
presencia de peréxido de hidrégeno en concentracién no letal. Estas tres condiciones de
trabajo se encuentran ampliamente usadas en estudios con S. typhimurium, debido a su
relevancia en la interaccion bacteria-macréfago. También, frente a estas tres condiciones
la bacteria induce la expresién de las proteinas de estrés térmico, lo que permite
clasificar a una determinada condicién ambiental como condicién estresante para el
microorganismo (Foster, 1991; Christman y col., 1985 y Farr y Kogoma, 1991).

Los objetivos generales son identificar factores de virulencia de S. typhi que
participen en la resistencia al macréfago humano y caracterizar los genes respectivos y
ademas estudiar los posibles mecanismos de escape de la accion litica de los macréfagos,

que utiliza Salmonella typhi.
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Los objetivos especificos son:

Generar mutantes de Salmonella typhi mediante insercion de los transposones
TnphoA o MudJ.

Seleccionar mutantes que sean reguladas por condiciones ambientales
estresantes, que imiten las del macréfago, tales como: pH &cido, presencia de
agentes oxidantes y temperatura (42°C).

Evaluar la capacidad de las mutantes seleccionadas de invadir y proliferar en
macréfagos humanos.

Caracterizar genética y bioquimicamente al menos una de las mutantes
obtenidas.

Estudiar el mecanismo de evasion a la accion litica de los macréfagos

humanos que utiliza Salmonella typhi.




MATERIALES Y METODOS

1.0. CEPAS BACTERIANAS, FAGOS, PLASMIDIOS, CELULAS EUCARIO-

TICAS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

Las cepas bacterianas, plasmidios y fagos empleados en esta Tesis se encuentran
detallados en la Tabla 1. Los cultivos bacterianos se realizaron en medio liquido: caldo-
Luria (triptona 1% Difco, Michigan, USA; extracto de levadura 0,5% y NaCl 0,5% de
Merck, Chile SA) o en medio sdlido: agar-Luria (caldo-Luria conteniendo 1,5% agar
Merck, Chile SA) a 37°C, algunos cultivos se realizaron en otras condiciones y se
explican donde corresponde. Las cepas bacterianas se manipularon segiin protocolos
estandares. En el laboratorio se dispone de indculos de cada una de ellas congelados en
glicerol al 20% a -20°C. La linea celular histiocitica humana U937 (Sundstrém y
Nilsson, 1976) donada generosamente por el Dr. Eugenio Ramirez (Instituto de Salud
Publica de Chile) fue mantenida en cultivo en una incubadora a 37°C, 10% de CO, y
humedad controlada en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, BIOS Chile
IGSA) con un 10% de suero fetal de bovino (Difco Laboratories, Detroit, Michigan,
USA). Esta linea celular se mantiene congelada (DMSO 10% en suero fetal de bovino)

a -70°C y fue manipulada segin protocolos estdndares de manejo de cultivos celulares
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Tabla 1. Cepas, plasmidios y fagos utilizados en esta Tesis.

Cepa, plasmidio o fago Descripcion Fuente
S. typhimurium
MSTI1 LT2 S. Maloy
MST1148 LT2/F' lacZ::Tn5 S. Maloy
MST868 Cepa rugosa S. Maloy
MST1063 his :Mud1::MudJ S. Maloy
MST1105 galE S. Maloy
MST1106 MST1105/pCH2 Esta Tesis
MST223 phoP :Tnl0 S. Maloy
S. typhi
Ty2 Cepa silvestre Cepa OMS
Ty2phoN phoN :Tn10 (delta Tet) {I. Contreras
Ty2phoP phoP ::Tnl10 (delta Tet) | Esta Tesis
Ty2pCH2 Ty2/pCH2 C.Toro
MCO1 Ty2 Mudl Mudcts MudJ | I. Contreras
E. coli
EM233 SM10::1 pir+/ S. Maloy
PRT733 ori6K tra-pir-
EM418 pCH2 S. Maloy
Plasmidio
pCH2 bla::;phoA S. Maloy
Fago
Ffm Lisa cepas rugosas S. Maloy
Felix O Lisa cepas lisas F. Cabello
P22HTint Fago transductor S. Maloy;ll
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(Delves, 1994). Los suplementos y antibidticos fueron agregados segun los

requerimientos.

2.0. PROCEDIMIENTOS DE ADN RECOMBINANTE.

2.1. Aislamiento de plasmidios en pequeiia escala: Para aislar el plasmidio pCH2

(Hoffman y Wright, 1985) desde las cepas Ty2/pCH2 y EM418 se utilizé la técnica

sugerida por Maloy (Maloy, 1990).

2.2. Transformaciones: Las transformaciones con ADNs plasmidiales se realizaron por

electroporacion, segun el protocolo descrito por Maloy (Maloy, 1990).

3.0. ELECTROFORESIS E INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE PRO-

TEINAS.

3.1. Preparacién de extractos de proteinas peripldsmicas: Los extractos de proteinas
periplasmicas fueron preparados mediante shock osmoético (Koshland y Botstein, 1980).
Brevemente, 1 ml del cultivo bacteriano con una densidad optica de 0,2 (600 nm) fue

centrifugado a 15.000 x g por 7 min y el sedimento fue resuspendido en 150 pl de
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tampon frio Tris 10 mM pH 7,5 que contenia un 20% de sacarosa. Luego se afiadieron 5
ul de EDTA 0,5 M pH 8 y se incub6 a 4°C durante 10 min. Se centrifugd nuevamente a
4°C. El sobrenadante fue rapidamente descartado y el sedimento se resuspendio en 150

pl de HyO destilada fria. La mezcla se incub6 durante 10 min en hielo, después se

centrifugd, el sobrenadante fue removido y guardado como extracto de proteinas
periplasmicas y el sedimento fue resuspendido en 100 ul de HyO y guardado como

extracto proteico bacteriano.

3.2. Preparaciéon de proteinas de membrana externa: La fraccién de membrana
externa bacteriana fue obtenida segin Lobos y Mora (Lobos y Mora, 1991). Para ello
4,5 ml de la cepa crecida en caldo-Luria fueron centrifugados durante 5 min a 9.000 x g
El sedimento fue resuspendido en 400 ul de tampén Tris-HCl 10 mM pH 8 y fue
sonicado (Sonic & Materials, Vibracell) en hielo 2 veces por 60 s con una pausa de 30 s
en la intensidad adecuada para tubos Eppendorfs (% duty cycle 70 y microtip limit 5).
Luego se centrifugd por 5 min a 9.000 x g, el sobrenadante fue recuperado y
centrifugado nuevamente a 15.000 x g durante 45 min a 4°C. El sedimento obtenido fue
resuspendido en 30 pl de tampén Tris-HCI 100 mM pH 8 que contenia SDS 2% y fue
calentado a 100°C durante 5 min. Finalmente se agregd solucioén desnaturante (Tris-HCI
62,5 mM pH 6,8; glicerol 10 %; SDS 2%; b-mercaptoetanol 5% y azul de bromo fenol

0,02 %) y las muestras fueron guardadas a -20°C.
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3.3. Electroforésis de proteinas en geles de poliacrilamida: La separacion
electroforética de proteinas se realizé de acuerdo al método de Laemmli (Laemmli,
1970) modificado por Lobos y Mora (Lobos y Mora, 1991). En mini geles de
poliacrilamida-SDS verticales con una concentracién de poliacrilamida de 12,5% en el
gel separador y 7% en el gel concentrador. La separacion se realizd a un régimen de
corriente constante de 75 mA. Los geles fueron fijados durante 15 min en solucién de
fijacién (4cido tricloroacético 10% y alcohol isopropilico 50%), tefiidos durante 12 horas
en soluci6n de tincién (4cido tricloroacético 10%; alcohol isopropilico 25% y azul de

Coomasie 0,2%) y finalmente destefiidos en solucién de 4cido acético al 10%.

3.4. Inmuno western blot: Los inmuno western blot se realizaron basiandose en el
prot?colo descrito por Towbin y colaboradores (Towbin y col., 1979) con las
modificaciones realizadas por Toro y colaboradores (Toro y col., 1990). Después de
realizada la electroforésis en geles de poliacrilamida-SDS como se describié en la
seccion anterior, se monté el sistema de transferencia y se transfirié a 200 mA por una
hora. La nitrocelulosa fue posteriormente bloqueada incubandola en solucién de tampon
fosfato salino (PBS: NaCl 0,8%; KCI 0,02%; Na,HPO4 x 2H,0 0,13% y KHPO4
0,02%) conteniendo seroalbimina de bovino (BSA) al 1%, durante la noche a 4°C.
Luego se incub6 con suero antifosfatasa alcalina disuelto 1:1000 en PBS/BSA 1% por 1

{
h. Este antisuero fue obtenido en nuestro laboratorio en un conejo inmunizado con la

enzima purificada desde Escherichia coli K12 (Sigma Chem. Co.). Finalmente la
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nitrocelulosa se incub6 durante 1 h en suero anti IgG de conejo conjugado con fosfatasa
alcalina (Sigma Chem. Co.), disuelto 1:2000 en PBS/BSA. Entre cada incubacion se
realizaron 3 lavados con agitacién suave de 5 min cada uno, con PBS/Tween (Sigma
Chem. Co.) 0,05%. Luego se procedié a revelar con el sustrato sal de toluidina de 4-
bromo-5-cloro-indolil fosfato (0,16 mg/ml) y sal de nitroblue tetrazolium (0,33 mg/ml)
en 5 ml de tampdn sustrato (Tris-HCI 100 mM pH 9,5; NaCl 100 mM y MgCl, 50 mM)
incubando durante 10-20 min y luego la reaccién se detuvo lavando varias veces con

H,0.

4.0. OBTENCION DE MUTANTES DE S. typhi Ty2.

4.1. Mutantes TnphoA de S. typhi Ty2: Las mutantes Ty2 Tnphod se obtuvieron
mediante conjugacion entre la cepa dadora E. coli EM233 y la cepa receptora S. typhi
Ty2phoN (Figura 4), segin el protocolo descrito por Miller (1972). Las conjugantes
obtenidas fueron seleccionadas en placas de agar-Luria que contenian sal sédica de 5-
bromo-4-cloro-indolil fosfato (XP: sustrato de fosfatasa alcalina; 35 pg/ml), kanamicina
(Kan; 50 pg/ml) y tetraciclina (Tet; 25 pg/ml). Para detectar aquellas mutantes que

integraron el plasmidio conjugativo, se realizé una réplica en agar-Luria con ampicilina

(Amp; 50 pg/ml) y todas las mutantes que resultaron Amp! fueron descartadas.
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Escherichia coli Tnphod >< Sclmonellc typhi
EM233 G] Q0000 Ty2phoN

1 Conjugacién

0

1 Transposicion

Salmonella yphi
QQQ_G]Q I¥2::TnpkeA

Figura 4: Esquema de la obtencion de las mutantes de S. fyphi Ty2 Tnpho4 mediante
conjugacion entre las cepas EM233 y S. #yphi Ty2phoN. El transposon
TnphoA se encuentra en el vector suicida pRT733 y la {inica forma de
obtener cepas de S. fyphi Ty2 con resistencia Kan y sensibilidad a Amp es

mediante transposicion de TnphoA al cromosoma bacteriano.
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4.2. Mutantes MudJ de S. fyphi Ty2: Las mutantes S. fyphi Ty2 MudJ fueron obtenidas
mediante transduccion desde la cepa S. fyphimurium MST1063 que contiene el
minitransposén MudJ. Este transposén se encuentra insertado en el locus histidina junto
al transposon Mudl, el cual actia como fago ayudante (Figura 5). La transduccion se
realiz0 utilizando el fago transductor P22HTimt (Figura 5) como se describio
previamente (Contreras y col., 1995) y las transductantes fueron seleccionadas por su

resistencia a Kan y sensibilidad a Amp.

4.3. Mutante de S. typhi Ty2 fosfatasa 4cida deficiente: La mutante S, typhi Ty2
deficiente en actividad de fosfatasa acida fue obtenida mutagenizando la cepa de S. typhi
Ty2 phoN con el transposén MudJ usando un fago inducido en la cepa de S. typhi MCOI1
(S. typhi Ty2 Mud1, Muc® y MudJ) y rescatando las transductantes resistentes a Kan y
sensibles a Amp, segun lo describe Contreras y colaboradores (Contreras y col., 1994).
Se analizd un total de 5 x 107 mutantes Kan mediante replicas en placas agar-Luria a pH

5 que contenian XP y fueron seleccionadas 6 posibles mutantes de las cuales una resulté

totalmente blanca o XP-.
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Figura5: Esquema de la obtencion de las mutantes de S. fyphi Ty2 MudJ mediante

transduccion via el fago P22HTint crecido en la cepa de S. typhimurium

MST1063. El fago P22HTint empaca el DNA que contiene MudJ y las

transposas de Mudl. A través de complementacion en cis las transposas

producen la transposicién de MudJ al cromosoma bacteriano.
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5.0. SELECCION DE MUTANTES DE S. typhi Ty2.

S.1. Selecciéon de mutantes de S. fyphi Ty2 TnphoA afectadas por estrés: Para

determinar si los genes mutados eran afectados por estrés (Figura 6), se analizd el

cambio de coloracion dado por el indicador XP, creciendo las mutantes en agar-Luria

Kan-Tet-XP a 37°C y comparando con réplicas crecidas en las siguientes condiciones:

. agar-Luria XP cultivadas a 42°C.

. agar-Luria XP con peréxido de hidrogeno 120 pM, cultivadas a 37°C.

. agar-Luria XP preparado a pH 5 (triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, NaCl
0,5%, agar 2% disueltos en tampodn citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5) y
cultivadas a 37°C.

Todas las mutantes que presentaron modificaciones en la coloracion entre estas
condiciones se analizaron en el ensayo de entrada y sobrevida en las células U937, segtn

se describe en la seccidn 8.6..

5.2. Seleccién de mutantes de S. fyphi Ty2 MudJ desde el espacio intracelular de las
c€lulas U937: Esta seleccion se realizd utilizando una mezcla de las mutantes
previamente obtenidas, modificando el procedimiento descrito por Camilli y
colaboradores (Camilli y col., 1989). Como se encuentra esquematizado en la Figura 7,

el grupo de mutantes de S. #yphi Ty2 MudJ obtenido fue mezclado y crecido hasta 0,2
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Placa agar-Luria pH 7 incubada a 37°C

MMutante reprimida
ad2°C

Reéplica agar-Luria pH 7 incubada a 42°C

MMutante inducida
ad2°C

Réplica agar-Luria pH 5 incubada a 37°C

Figura 6: Esquema de la deteccion de mutantes afectadas por las condiciones de
estrés. La coloracion del sustrato XP para fosfatasa alcalina y Xgal para jB-
galactosidasa fue comparada entre colonias que crecian en la condicién

estandar de cultivo y las condiciones de estrés.
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Infeccion de células U937 !
con aproximadamente 100
bacterias por célula

—

Pool de mutantes MudJ
creciendo en fase logaritinica

E‘vado e incubacién de 18 h en}

ampicilina y gentamicina

Lavado y lisis de las células
eucaridticas

Plagueos en agar-Luria

Esquema del ensayo de seleccion de mutantes de S. fyphi Ty2 MudJ desde
dentro de las células U937. Las células U937 fueron infectadas con una
mezcla de las mutantes y sometidas a tratamiento con los antibidticos
gentamicina y Amp. De esta manera, se recuperan sélo bacterias
intracelulares inmunes a la accion de Amp y con probables alteraciones en

la capacidad de proliferar.
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(DO 600nm) y usado para infectar la linea celular U937 en frascos de cultivo de 25 ml
que contenian 1 x 106 células en 3 ml de DMEM. Se coincubd las bacterias con las
células durante 1h en una proporcion de 100 a 500 bacterias por célula, luego se
centrifug6 en PBS a 200 x g durante 15 min para eliminar el exceso de bacterias y se
resuspendieron las células en DMEM que contenia Amp 1 mg/ml y gentamicina 500
ug/ml. Se mantuvieron las células en estas condiciones durante 20 h y luego se lisaron
las células con desoxicolato de sodio 0,5% en PBS para liberar las bacterias
intracelulares sobrevivientes. A estas mutantes asi seleccionadas se les estudié diversas
caracteristicas fenotipicas. Como control se infectaron células U937 de la misma
manera antes explicada con la cepa silvestre S. typhi Ty2 y se tratd con ambos

antibidticos y en ausencia de Amp.

6.0. MEDICIONES DE ACTIVIDAD FOSFATASA.

6.1. Actividad de fosfatasa Acida y fosfatasa alcalina: Para medir las actividades de
fosfatasa de los cultivos bacterianos se modificé el protocolo descrito por Egawa y col.,
(1992) adaptandolo para determinaciones micrométricas de las bacterias completas.
Brevemente, 1 ml del cultivo bacteriano crecido hasta densidad dptica de 0,2 (600 nm)
fue centrifugado a 15.000 x g por 7 min. El sedimento se resuspendid en solucidn salina

(NaCl 0,85%) y nuevamente se centrifugd. El sedimento fue finalmente resuspendido en
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200 pl de tampoén para actividad fosfatasa acida (4cido acético/acetato de sodio 0,2 M
PH 5) o en tampén para actividad fosfatasa alcalina (Tris-HC1 1 M pH 8). Luego, 20 pl
de esta suspension fueron alicuotados en una placa de ELISA (Dynatech Laboratories,

Inc.). La reaccién se inicié agregando 20 pl del sustrato p-NO,-fenilfosfato 24 mM

preparado en el tampo6n 4cido o alcalino, segin correspondiera. La reaccion se dejo
transcurrir durante 30 min y luego fue detenida adicionando 200 ul de una solucidn de
carbonato de sodio 0,2 M (para la actividad de fosfatasa acida) o 200 ul de una solucién
de fosfato monodcido de potasio 1 M (para la actividad de fosfatasa alcalina). Como
controles se usé cultivos bacterianos mas el tampon respectivo pero sin el sustrato (para
medir la absorbancia dada por el cultivo bacteriano) y solucién salina mas el sustrato
disuelto en los tampones respectivos (para medir la integridad del sustrato). Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado. La actividad de fosfatasa alcalina o 4cida se
encuentra expresada en unidades Miller modificadas segin Behlau y Miller (1993),

calculadas aplicando la formula siguiente:

Unidades Miller = A5 x 1000

DO600 Xvxt

En donde A4ys representa la absorbancia medida a 405 nm (p-NO, fenolato);
DOgq representa la densidad éptica del cultivo medida a 600 nm; v corresponde al

volumen del cultivo en ml y t es el tiempo de reaccién en minutos.
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6.2. Medicion de actividad de fosfatasa alcalina en cultivos expuestos al peroxido de
hidrégeno: La actividad fosfatasa alcalina fue medida siguiendo el procedimiento

previamente descrito seccion 6.1.. El H,O, (Merck Chile, SA) fue adicionado a la

alicuota de 1 ml del cultivo bacteriano en una concentracién final de 240 uM y ésta fue
la determinacién considerada tiempo cero. Se continué la incubacién a 37°C y luego se
extrajeron dos muestras a tiempos 15 y 30 min para las determinaciones de actividad de
fosfatasa alcalina. Una alicuota del cultivo permanecié en las mismas condiciones pero

en ausencia de H,O,, todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

6.3. Deteccibn de actividad fosfatasa 4cida en S typhi Ty2 proveniente del
intracelular de células U937: Para detectar una actividad fosfatasa acida de S. yphi
Ty2 que sélo se expresara dentro de las células U937 se disefié el experimento
esquematizado en la Figura 8. Frascos de cultivo que contenian 1 x 106 células U937 en
3 ml de medio DMEM, fueron infectadas con 1 x 108 bacterias o con el mismo nimero
de bacterias muertas por calor (incubadas 20 min a 100°C), como control que permitiera
medir la actividad de fosfatasa acida propia de las células eucaridticas. Se coincubaron
durante 1 h, luego se centrifugaron a 200 x g por 15 min y se resuspendieron las células
en DMEM que contenia gentamicina (200 ug/ml). El sobrenadante que contenia las
bacterias extracelulares fue centrifugado a 15.000 x g durante 7 min, luego se lavé el
sedimento en solucion salina y se resuspendi6 en el tampén para medir Ia actividad de

fosfatasa acida de las bacterias extracelulares, como se describié en la seccién 6.1.. Las
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Infeccion de las células

U937 con aproximadamente

100 bacterias por célula Bacterias creciendo en
fase logaritmica

+

—¢

Bacterias exiracelulares
rescatadas
# Nimero de cfu
@ncubacifm de 1 h]
Sobhrenadante R -
L4 .
(TEErErTr———
Células infectadas Cuaniificacion de actividad fosfatasa
Lavado e incubacion de 18 h, luego Bacierias iniracelulares

lavado y lisis de las células eucarioticas rescatadas

Figura 8: Esquema de la medicion de actividad de fosfatasas de bacterias en contacto
con las células U937. Las bacterias que estuvieron extracelulares durante 1
h fueron rescatadas y usadas para la medicién de cfu y actividad de
fosfatasa. Las células infectadas incubadas por 18 h en medio de cultivo,
que contenia gentamicina, fueron lisadas y rescatadas las bacterias desde el

intracelular para determinar cfu y actividad de fosfatasa.
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células infectadas permanecieron con antibiGtico durante 2 h y luego se centrifugaron
para reemplazar el medio por DMEM que contenia gentamicina 100 pg/ml (3 ml por
frasco). Los frascos de cultivo que contenian células infectadas fueron incubadas
durante 20 h adicionales, después las células se centrifugaron a 200 x g durante 15 min y
para recuperar las bacterias intracelulares, se procedié a lisar las células eucarioticas con
desoxicolato de sodio 0,5% en PBS. Las bacterias intracelulares, asf obtenidas, fueron
rapidamente diluidas en soluci6n salina y centrifugadas en Eppendorf a 15.000 x g por 7
min. El sedimento fue resuspendido en 200 ul de tampén para actividad de fosfatasa
acida y se midio la actividad de fosfatasa para las bacterias intracelulares, como se
explica en la seccion 6.1.. Las unidades en estos casos fueron expresadas reemplazando

DOgg por el ntimero de bacterias viables y sustrayendo los valores A4O5bacteﬁas vivas -

A405bacterias muertas: @S determinaciones se realizaron por triplicado y en tres experimen-

tos independientes.

7.0. DETECCION DE POSIBLE(S) FOSFATASA(S) BACTERIANA(S)

INDUCIDAS DENTRO DE LAS CELULAS U937.

Utilizando un anticuerpo antifosfatasa alcalina de E. coli (seccion 3.4.) se
detectaron proteinas que se indujeron en extractos preparados de S. typhi Ty2 (seccion
3.1) que estuvieron durante 20 h dentro de macrofagos U937, mediante

inmunoelectrotransferencias. Para esto fue necesario realizar infecciones en gran escala.
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Se utilizaron cultivos de células crecidas en frascos de 100 ml que contenian 17 x 106
células en 10 ml de DMEM Yy que fueron infectadas con 1,4 x 109 bacterias en fase
logaritmica de crecimiento (DO = 0,2 a 600 nm). Luego de coincubar durante 1 h se
centrifug6 en tubos Corex a 200 x g por 15 min y desde el sobrenadante se rescato las
bacterias extracelulares mediante centrifugacion a 15.000 x g durante 15 min. Este
precipitado fue usado para la obtencién del extracto de proteinas, segiin se describe en la
seccion 3.1.. El sedimento de células fue sometido al tratamiento de antibiGtico y
procedimiento de lavados descritos en la seccién 8.6.. Luego de las 20 h de incubacién,
las células U937 fueron lisadas en 1 ml de desoxicolato de sodio al 0,5% en PBS y
rapidamente diluidas en 15 ml de solucién salina (NaCl 0,85%). Luego por
centrifugacion a 15.000 x g durante 15 min en tubos Corex se obtuvo el sedimento que
contenia las bacterias rescatadas desde el interior de las células U937. Este precipitado
fue procesado para la obtencién del extracto de proteinas segin se describe en la seccién

3.1.. El mismo protocolo fue seguido pero utilizando células sin infectar como control.

8.0. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS MUTANTES.

8.1. Sensibilidad a fagos: Se estudié la sensibilidad de todas las cepas a los fagos Ffm y

FelixO. Para ello, 100 ul de cultivo en fase estacionaria se mezclaron con 3 ml de agar

blando (1% triptona y 0,8% agar) a 60°C y se esparcieron sobre una placa de Petri que
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contenia agar-Luria. Una vez gelificado el cultivo, cuidadosamente se agregaron gotas
de fago de 10 pl en diluciones en factores desde 104 hasta 1012, Tuego de incubar durante
18 h a 37°C se procedi6 a contar las placas de lisis producidas. Para el fago Ffin se
definieron las cepas resistentes como aquellas donde no hubo formacién de placas de
lisis; cepas sensibles como aquellas cuyo titulo (ntimero de placas de lisis x 100 x factor
de dilucién) fue equivalente al titulo obtenido con la cepa indicadora de S. fyphimurium
MST868 y como cepas semisensibles a las lisadas con un titulo inferior al de la cepa

indicadora.

8.2. Movilidad: Para determinar la movilidad de las cepas bacterianas, cultivos en fase
estacionaria se sembraron en tubos que contenian medio semisélido MIO (DIFCO,
Detroit Michigan, USA), que permite detectar movilidad bacteriana, actividad omitina
descarboxilasa y produccion de indol. Luego de incubar durante 18 h a 37°C, se analizd

la coloracion y opacidad del agar.

8.3. Auxotrofias: La auxotrofia de las cepas fue analizada realizando crecimiento en
medio minimo E ya fuera sélido o liquido y adicionando cisteina 0,3 mM y triptofano

0,1 mM, preparados segin recomienda Maloy (Maloy, 1990).

8.4. Regulacién por estrés de las mutantes S. typhi Ty2 MudJ seleccionadas desde el

interior de las células U937: El anlisis de la regulacion por estrés de las mutantes S,
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typhi Ty2 Mud] seleccionadas se realizé en forma similar a lo descrito en la seccién
5.1. (Figura 6), pero sustituyendo el sustrato XP por 5-bromo 4-cloro-indolil-8-
galactdsido (X-Gal) sustrato de la enzima B-galactosidasa codificada en el transposon

MudlJ.

8.5. Determinacion de la resistencia al pH acido: Primero se determiné el indice de
resistencia al pH 5,0 de la cepa silvestre S. fyphi Ty2 en funcién de la fase de
crecimiento. Esta determinacion se realizé tomando alicuotas del cultivo de la cepa en
caldo-Luria, las que fireron diluidas en solucion salina hasta 105 y sembradas en gotas de
10 pl sobre placas de agar-Luria preparado a pH 7 y en agar-Luria preparado a pH 5
(seglin se explica en la seccién 5.1.). Luego de incubar las placas 18 y 42 h,
respectivamente, se contd el nimero de unidades formadoras de colonias (ufc) y se
calcul el indice de resistencia al pH 5 segan la férmula siguiente:

Indice de Resistencia al pH 5 = ufcpHS x 100
ufc pH 7

Cada valor de ufc fue calculado promediando al menos 5 determinaciones
independientes. Para el resto de las cepas en que se determind este indice siempre se
tomaron las alicuotas desde cultivos en fase logaritmica de crecimiento (densidad Optica

de 0,2 a 600 nm).

8.6. Ensayo de entrada y sobrevida de cepas 5. typhi Ty2 en células U937: Este

ensayo se realizé modificando el protocolo descrito con el modelo murino (Lissner y
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col., 1983). Como muestra la Figura 9, en placas de cultivo de 96 pocillos que contenian
aproximadamente 50.000 células por pocillo en 100 ul de medio DMEM, se agregaron
50 pl de los cultivos bacterianos que contenian aproximadamente 5 x 106 bacterias
crecidas hasta densidad optica de 0,2 (600 nm) y resuspendidas en DMEM. Se
coincubaron durante 1 h en incubadora a 37°C, para permitir la entrada de las bacterias.
Luego se realizd un lavado llevando las células a Eppend;)rfs que contenian 1 ml de
soluci6n salina glucosada (GKN: NaCl 8 g/l; KCl 0,4 g/l; Na,HPO, x 2H,0 1,77 g/l;
NaH,PO, x H,0 0,69 g/I; glucosa 2 g/l) con gentamicina 200 pg/ml, centrifugando 15
min a 200 x g Luego las células se resuspendieron en medio de cultivo DMEM que
contenia gentamicina 200 pg/ml y se incubaron durante 2 h a 37°C, para la eliminar las
bacterias extracelulares. Al finalizar esta incubacién se procedio a lavar nuevamente en
GKN sin antibi6tico. Este ensayo se realizé en dos pocillos para cada determinacion, en
uno de los pocillos las células continuaron 20 h de incubacion resuspendidas en DMEM
que contenia 100 pg/ml de gentamicina y las células del otro pocillo fueron
inmediatamente lisadas utilizando desoxicolato de sodio al 0,5% en PBS. El lisado fue
diluido en solucion salina, plaqueado en agar-Luria y después de incubar 12 h se pudo
determinar el niimero de bacterias intracelulares al tiempo definido como cero (t=0).
Este valor fue utilizado para calcular el indice de entrada. El otro pocillo se trat6 de la
misma manera concluida la incubacién de 20 h y el nimero de ufc a =20 permitié
calcular el indice de sobrevida. Cada cepa fue analizada por triplicado y en cada ensayo

realizado siempre se incluyeron la cepa silvestre S. typhi Ty2 y la cepa parental de las
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Infeccion de las células U937 con
aproximadamente 100 bacterias por célula

(A r o)

Tncubacion de 1 h Bacterias Cret,:IEI:ldD
en fase logaritmica

Lavado e incubacién de pocillo réplica
por 18 h adicionales, luego lisis de las
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Figura 9: Esquema del ensayo de entrada y sobrevida de cepas de S. typhi dentro de

las células U937.
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mutantes TnphoA: Ty2phoN. Los datos obtenidos fueron analizados segun las formulas

siguientes:

Indice de Entrada = (ufc t=0 mutante /ufc mutantes agregadas) x 100

(ufc t=0 S. yphi Ty2 / ufc Ty2 agregadas)

Indice de Sobrevida Intracelular = (ufc t=20 / ufc t=0 mutante) x 100
(ufc =20 / ufc t=0 Ty2)

9.0. TECNICAS DE GENETICA BACTERIANA.

9.1. Obtencién de las cepas de S. fyphi Ty2phoP: Las cepas S. fyyphi Ty2phoP y
A38phoP fueron obtenidas mediante transduccién via fago P22HTint y recombinacion
homologa (Figura 10) desde la cepa de S. typhimurium MST223, generosamente donada
por Stanley Maloy, Department of Microbiology, University of Illinois. Esta cepa posee
una insercion del transposén TnlO en el gen phoP. Las transductantes fueron
seleccionadas por su resistencia a Tet (10 pg/ml), posteriormente se analizo el fenotipo
de las transductantes obtenidas, a saber: resistencia al pH écido (pH 5) segin se
describi6 en la seccion 8.5., actividad fosfatasa acida y alcalina (seccién 6.1.) y

sobrevida dentro de las células U937 (seccion 8.6).
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Lisis
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Figura 10: Esquema de la obtencién de la mutante de S. fyphi Ty2phoP mediante

transduccion via fago P22HTint y recombinacién homéloga.



45

9.2. Pérdida de resistencia a tetraciclina en mutantes S. typhi Ty2 Tn10: La pérdida
de la resistencia a tetraciclina se usé para la seleccion de la mutante S. typhi Ty2 phoP
que recuper¢ el fenotipo PhoP por recombinacién homéloga a través de una
transduccion via fago P22HTins obtenido en la cepa silvestre de S, typhimurium MST1.
También, fue necesaria la obtencion de la mutante de S. fyphi Ty2 Tnphod A38 sensible
a tetraciclina previo a la transduccién de la mutacion phoP. Para ello, cultivos en caldo-
Luria de la mutante A38 o del producto de la transduccién de la mutante S. typhi Ty2
PphoP fueron sembrados en placas de medio Maloy-Bochner (Maloy y Nunn, 1981) que
permiten detectar cepas que han perdido la resistencia a tetraciclina. Las placas fueron
incubadas durante 48 h a 37°C y las colonias de mayor tamafio fueron reaisladas en este
medio y luego crecidas en agar-Luria con y sin tetraciclina. Las colonias que resultaron
sensibles a tetraciclina fueron usadas para la obtencion de la mutante A3 8phoP como se

describid en la seccion 9.1y la obtencion de la revertante S. typhi Ty2 phoPt,

9.3. Obtencion de mutantes de S. fyphi derivadas de Tn5: Desde tres mutantes de S.
typhi Ty2 TnphoA fue necesario generar mutantes derivadas que perdieran la actividad
de fosfatasa alcalina. Con este objetivo se transdujeron las mutantes TnphoA via
P22HTint, con un lisado obtenido de la cepa de S. typhimurium MST1148 la cual posee
el Tn5 en un plasmidio F' (Figura 11). Se seleccionaron las transductantes que perdieran
el fenotipo XP* pero que conservaran la resistencia a Kan. La transduccion se realizd

como recomienda Maloy (Maloy, 1990), pero diluyendo 105 en solucién salina el
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producto de la transduccion, previo al plaqueo en agar-Luria que contenia Kan y XP.
Las mutantes blancas fueron aisladas y caracterizadas posteriormente en su capacidad de
sobrevivir dentro de las células U937 (secci6n 8.6.) y su resistencia al pH écido (seccién
8.5.). En forma similar, y para ser utilizadas en experimentos controles, se mutagenizd
la cepa S. typhi Ty2 con inserciones del transposén Tn5 llevado a través de transduccién
via fago P22HTint desde la cepa S. typhimurium MST1148. Las transposantes generadas

fueron seleccionadas en placas de agar-Luria que contenian Kan.
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Lisis
Fago P22HTint SE
QT“s Infeccion ﬁ SE TE SE

LA > 5_?5?5?

Salmonella typhimurium NIST1148

Transduccion

it

Recombinacion
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s ¢ SIsIey)

Salmonedla typhi Ty2::TnS Salmonella typhi Ty2 :: Tnphod

Figura 11: Esquema de la obtencién de las derivadas Tn5 mediante transduccién via

fago P22HTint y recombinacion homéloga.




RESULTADOS

CAPITULOI:
Mutantes de S. typhi Ty2 TnphoA, participacion de una actividad de fosfatasa en la

sobrevida bacteriana dentro de las células U937.

1.1. Obtencién de mutantes de S. fyphi Ty2 TnphoA: Para obtener las mutantes de
insercion del transposén Tnphod en S. typhi Ty2, la cepa E. coli EM233 fue conjugada
con S. fyphi Ty2 phoN. Esta cepa fue usada como receptora de la mutagénesis debido a
que en placas de agar-Luria a pH 7, que contienen el sustrato XP, crece formando
colonias blancas. De esta manera, es posible detectar aquellas bacterias que adquieran la
actividad de fosfatasa alcalina otorgada por la insercion del transposén Tnphod y
seleccionar las mutantes por su coloracion celeste o azul en las condiciones antes
detalladas. Del total de 56.631 conjugantes Kan', fueron seleccionadas 869 (1,5%)
colonias azules o celestes. La integracion del vector suicida se detectd analizando la
resistencia a Amp, de esta manera, 320 colonias Kanr, Tet" y Amps fueron finalmente

aisladas. Todas estas mutantes resultaron prototrofas.
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1.2, Seleccion de mutantes de S typhi Ty2 TnphoA reguladas por estrés: En las
mutantes de S. fyphi Ty2 Tnphod la expresion de la actividad de fosfatasa alcalina PhoA
es indicadora de Ia expresién del gen mutagenizado. Por lo tanto, es posible analizar esta
expresion bajo distintas condiciones de crecimiento y de esta manera detectar aquellas
condiciones en que la expresién del gen experimenta modificacion. La primera condicién
frente a la cual se estudié Ia regulacion de las mutantes S, typhi Ty2 TnphoA fue el estrés
térmico. Segim se muestra en la Tabla 2, treinta y cuatro mutantes fueron consideradas
como afectadas por la temperatura, de acuerdo a Ia modificacién del fenotipo azul o
celeste en placas que contenian el indicador XP entre las temperaturas de 37°C y 42°C.

De estas 34 mutantes, 12 fueron clasificadas como inducidas ya que a 37°C crecian

celestes y a 42°C crecian azules y 22 como reprimidas (aquellas azules a 37°C que

crecian celestes o blancas a 42°C).

El peréxido de hidrégeno, 120 uM en placas de agar-Luria que contenian XP, fue
empleado para seleccionar fusiones afectadas por una condici6n oxidativa anloga a la
producida por el macréfago. De esta manera, 8 mutantes fueron consideradas como
inducidas, de las cuales 4 resultaron también reguladas por la temperatura (Tabla 2) y 4
mutantes se encontraron reguladas exclusivamente por el H,0,.

Debido a que el pH 4cido es una condicién fuertemente antimicrobiana dentro de
los macrofagos, 1a respuesta frente al PH 5 de todas las mutantes de S, typhi Ty2 Tnphod
(320) fue ensayada en placas agar-Luria XP preparadas a pH 5. En esta condicién todas

las cepas incluso la cepa nativa de S, typhi Ty2 y la cepa parental S, typhi Ty2phoN




Tabla 2. Respuesta de las mutantes de S. #phi Ty2 TnphoA a condiciones de estrés. 50

Condicion de estrés
Cepas Temperatura H202 pH 5,0
Ty2 - - -
Ty2phoN
A93 -
065 T .
Co67
C27
A38
A82
AS2
C70
A72
Al8
OAll
OAl4
264
A69
AS0
AlS
055
A48
A79
C29
A36
C50
040
C4
Co64
TC4
0Cs
A44
A23
C60
A88
C72
039
OAl
A65
0OA5
041
053
C79 - Cp
AS3
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En regulacion frente al estrés T: indica aumento en la intensidad del azul con respecto a la condicion
estandar de cultivo (agar-Luria pH 7 a 37°C). 4: disminucién del azul en la condicién de estrés con respecto
a la condicion estandar de cultivo. NC: no crece. CP: crece poco, -: no responde en la condicién de estrés
analizada. En el primer grupo de mutantes estan aquellas con alta sobrevida, en el segundo tienen sobrevida
similar a la cepa silvestre y en el tercero tienen bajos indices de sobrevida dentro de las células U937.
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generaron un intenso color azul. Esto probablemente debido a actividad(es) de fosfatasa
acida aln no caracterizada(s) y distinta(s) de PhoN. At asi, fue posible detectar 11
mutantes S. fyphi Ty2 TnphoA que fueron incapaces de crecer o crecieron pobremente en
placas de agar-Luria a pH 5 (Tabla 2). Ocho de estas mutantes resultaron reguladas
también por la temperatura y la mutante C27 present6 regulacion por la temperatura y

ademas por la condicion oxidativa (Tabla 2).

1.3. Entrada y sobrevida de mutantes de S. fyphi Ty2 TnphoA y derivadas de Tn5 en
las células U937: EI papel de los genes regulados por el estrés en la interaccion de cada
mutante con los macréfagos, fue analizado a través de la habilidad de las mutantes de S.
typhi Ty2 Tnphod de entrar y sobrevivir dentro de las células U937 (Tabla 3). Los
indices de entrada y de sobrevida para la cepa parental receptora de la mutagénesis por
insercién del transposon TnphoA, S. typhi Ty2phoN, fueron similares a los observados
para la cepa nativa S. fyphi Ty2 (Tabla 3). Sin embargo, el 50% (20 mutantes) de las
mutantes evaluadas exhibieron una mejor capacidad para sobrevivir intracelularmente
(indice de sobrevida > 200) que la cepa nativa S. fyphi Ty2 (Tabla 3). Para determinar si
la capacidad aumentada de sobrevivir dentro de las células U937 se debia a la actividad
de fosfatasa alcalina aportada por el transposén o exclusivamente a la mutacién causada
por la insercién del transposén Tnphod, 3 mutantes Tnphod de S. typhi Ty2, elegidas al
azar, fueron mutagenizadas con Tn5 via fago P22HTinr. Las mutantes TnS que perdieron

la actividad fosfatasa alcalina, drasticamente disminuyeron los indices de sobrevida
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comparadas con las mutantes Tnphod parentales, respectivas (Figura 12 y Tabla 4)
recuperando niveles similares a los de la cepa silvestre S. typhi Ty2.

Otra explicacién alternativa es que la presencia del transposon Tnphod le otorgue
una ventaja en el crecimiento a la bacteria. Esto fue evaluado mediante una curva de
crecimiento para las cepas S. fyphi Ty2 y las mutantes A38 y derivada A38Tn5. Como se
aprecia en la Figura 13, la mutante A38 que presenta indices de sobrevida superiores a la
cepa silvestre S. fyphi Ty2 (Figura 12 y Tabla 4) es la que més tarda en alcanzar la fase
logaritmica. Contrariamente, la mutante A38Tn5 alcanza la fase logaritmica al mismo
tiempo que la cepa silvestre S. fyphi Ty2 (Figura 13) indicando que la presencia del
transposon TnS no es deletérea para la mutante A38.

Para estudiar mejor el posible papel de una actividad de fosfatasa alcalina,
codificada en el transposén Tnphod, en el proceso de resistencia de las mutantes al
macrofago, se obtuvo una cepa de S. #yphi Ty2 (Ty2pCH2) transformada con el
plasmidio de multicopias pCH2 el cual codifica para el gen phod y expresa una alta
actividad fosfatasa alcalina. En esta cepa se comprobd, mediante inmuno western blot
de extractos obtenidos a través de shock osmético de la cepa Ty2 pCH2, la correcta
ubicacién de la proteina PhoA (58 Kda) en el contenido del espacio periplasmico
bacteriano (Figura 14, carril 3). A pesar de que esta cepa expresa una alta actividad de
fosfatasa alcalina (Figura 15A y Tabla 4), se observé una baja capacidad de sobrevivir

intracelularmente en las células U937 (Figura 15B) y una alta sensibilidad al pH 4cido




Tabla 3. Caracteristicas de la cepa S. typhi Ty2 y mutantes TnphoA.

Indice de Sensibilidad
|__Cepas Entrada Sobrevida | Fago Ffin Movilidad
T Ty2 100 100 | R +
Ty2phoN §90+9 (n=11)] 74 + 8 (n=11) R +
A93 68 1044 Semi-S +
065 50 972 Semi-S +
C67 55 937 R +
C27 18 882 R ND
A38 121 £ 16 (n=6){ 676 £ 29 (n=6), Semi-S +
A82 16 =4 (n=5) {662 +27 (n=5)‘ Semi-S +
As2 7 564 Semi-S +
C70 30 519 Semi-S +
A72 9 468 S -
Al8 9510 (n=6) [ 439+ 16 (n=6)] ~ Semi-S +
0OAll 48 389 R +
0Al4 10+ 1 (n=3) [361 %13 (n=3) R ND
264 8+2 (n=6) |326+ 21 (n=6) Semi-S +
A69 75+9 (m=3) [3112£19(@=3)] Semi-S ND
A90 31£4 (n=3) {248 £ 17 (n=3) Semi-S +
AlS 28 247 Semi-S +
055 78+ 7 (=3) {23116 (n=3)t R +
A48 94 220 R +
A79 34 206 Semi-S ND
C29 52 200 Semi-S +
A36 69 183 Semi-S +
C50 24 177 : Semi-S +
040 158 + 16 (n=3){176 + 15 (n=3)h R +
C4 112 121 R ND
Co4 32£5(n=3) | 116 %+ 8 (n=3) Semi-S +
TC4 43+5@=3) | 87+9 (n=3) S +
0C6 17+ 4 (m=3) | 84+9 (@=3) R ND
A44 18 76 Semi-S +
A23 19 66 Semi-S ND
C60 118 58 R +
A88 107 46 Semi-S ND
C72 8 45 Semi-S +
039 29 35 Semi-S +
0Al 183 (n=3) | 346 (n=3) R +
A65 109 18 R +
OAS 6 17 Semi-S +
041 198 16 Semi-S ND
053 5 16 S +
C79 1 4 Semi-S +
A53 61 (@m=4) | 1+1(n=4) Semi-S +
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En las determinaciones de la sensibilidad al fago Ffm se uso la cepa MST868 de S. typhimurium como
referencia, segiin se explica en Materiales y Métodos.
semirugosa y S: sensible o rugosa. En movilidad +: movil; - inmévil y ND: no determinado. Valores
promedio + error estadistico; n: indica el niimero de determinaciones promediadas. El resto corresponde al
promedio de dos ensayos con resultados similares.

R: resistente o lisa Semi-S: semiresistente o
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Figura 12: Indices de sobrevida para mutantes de S. fyphi Ty2 TnphoA y sus
respectivas derivadas Tn5. Valores promedio + error estadistico de al

menos tres determinaciones.
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Tabla 4. Actividad fosfatasa alcalina en cepas de S. typhi Ty2.

Actividad de Fosfatasa Alcalina
Cepas Indice de Sobrevida Unidades Miller Porcentaje
Ty2 100 54 £ 12 (n=3) 100
Ty2phoN 74 £8 (n=11) 31 (n=2) 57
Ty2pCH2 4+ 1 ([n=3) 7837 + 526 (n=3) 14.513
A38 676 % 29 (n=6) 91+27 (n=3) 169
A38Tn5 134 £ 10 (n=5) 27£2(@m=23) 50
A38TnS5pCH2 31 £4 (n=4) 9164 + 662 (n=3) 16970
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Valores promedio + error estadistico de al menos 3 determinaciones; n: indica el niimero

de determinaciones realizadas.
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Numero de bacterias x 10 8

. . | ——A38
! ' ! ' |—4—A38Tn5
40 115 155 200 Ty2phoN
Tiempo (minutos) ——Ty2

Figura 13: Curvas de crecimiento para la cepa S. typhi Ty2 y mutantes A38, A38Tn5 y

S. typhi Ty2phoN. Los cultivos se realizaron en caldo-Luria, a 37°C, con

agitacion.
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Figura 14: Inmunoelectrotransferencia de extractos bacterianos obtenidos por shock
osmotico y revelados con un anticuerpo anti fosfatasa alcalina de E. coli.
Carril 1: S. typhi Ty2; carril 2: S. typhi Ty2phoN: caril 3: S, typhi

Ty2pCH2. 7B: corresponde a los estdndares de peso molecular pretefiidos.
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7.837 £ 526
1500 T -
1000 +
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0 ; t t t —
Ty2 Ty2phoN Ty2phoP TYTI1231 Ty2pCH2
Cepas

TYTI1231 Ty2pCH2

Figura 15: A) Actividad de fosfatasa 4cida para las cepas S. pphi Ty2, S. typhi Ty2phoN, S. Byphi

Ty2phoP y TYT1231. Actividad de fosfatasa alcalina para la cepa S. typhi Ty2pCH2.
Ambas medidas en unidades Miller como se explica en materiales y métodos. B) Indices de
sobrevida para cepas de S. typhi Ty2. Valores promedio = error estadistico de al menos tres

determinaciones.
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(Figura 16) con respecto a la cepa nativa S, typhi Ty2. Al parecer, la cantidad de
proteina PhoA expresada en esta cepa es excesiva y deletérea para la bacteria.

Por otra parte, la mutante TYTI231 obtenida mediante Ia insercion del
transposon MudJ en la cepa S. fyphi Ty2 phoN'y seleccionada por la pérdida de actividad
de fosfatasa 4cida a pH 5 (Figura 15A) generd dentro de las células U937 un indice de
sobrevida bastante bajo (Figura 15B), a pesar de que su indice de entrada fue similar al
de la cepa silvestre S. typhi Ty2 (dato no mostrado). Esta mutante tiene un bajo indice
de resistencia al pH 5, lo que es muy importante porque esta de acuerdo con la hipétesis
planteada en esta Tesis de que la expresién de este gen que otorga actividad de fosfatasa
acida, es inducido a pH 5. En pH 7 la mutante TYT1231 crece celeste en presencia del
sustrato X-Gal; en cambio a pH 5 la colonia es azul (dato no mostrado). Este resultado
apoya la hip6tesis de que una actividad de fosfatasa que funciona a pH é4cido en S. yphi

cumple un papel importante en el fendmeno de sobrevida dentro de las células U937,

1.4. Induccién de una actividad de fosfatasa 4cida en S typhi Ty2 dentro de las
células U937: Los resultados previos sugirieron la participacion de una actividad de
fosfatasa 4cida en el proceso de sobrevida de S, typhi Ty2 dentro de células U937. Por lo
tanto, segin se esquematiza en la Figura 8, se midi6 la actividad de fosfatasa 4cida en
bacterias S. typhi Ty2 que perme}necieron durante 20 h dentro de las células U937 (Ty2
interna). Esta actividad se comparé con la determinada para las bacterias S. syphi Ty2

que estuvieron durante 1 h por fuiera de las células U937 (Ty2 externa). La medicion de
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Figura 16: indices de resistencia al pH 5 para cepas de S. typhi Ty2. Valores promedio
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la actividad de fosfatasa se realiz6 a PH 5, puesto que éste es el pH que existe dentro de
los fagosomas en los macréfagos y es el pH descrito para las determinaciones de
actividad de fosfatasa écida en S. fyphimurium. Como se observa en la Tabla 5,apHS51a
actividad de Ty2 interna es 48 veces mayor que la actividad de Ty2 externa (Tabla 5).
Como control se utilizaron células infectadas con bacterias muertas por calor, y los
valores obtenidos en la determinaciones de absorcién fueron sustraidos a los valores
generados por las células infectadas po'r bacterias vivas. Este resultado indica la
participacién de este tipo de actividad en la interaccién bacteria-célula, pero no permite

descartar la posibilidad de que parte de la actividad inducida sea de origen celular en

respuesta a componentes de bacterias vivas.

1.5. Deteccién de la fosfatasa bacteriana inducida dentro de las células U937:
Mediante inmunoelectroforésis utilizando anticuerpos anti fosfatasa alcalina, se
revelaron bandas de proteinas que dan reaccion cruzada con este antisuero en extractos
de proteinas citoplasmaticas de células de S. typhi Ty2. Los extractos se prepararon
utilizando bacterias que permanecieron en el interior de las células U937 durante 20 h
(Figura 17, carriles 2, 3 y 4) y bacterias aisladas desde el extracelular coincubadas con
las células U937 durante 1h (Figura 17, carriles 5, 6 ¥ 7). Como se aprecia en la Figura
17, aparece un grupo de bandas{reactivas en la zona de los 27 Kda en el extracto de S,
typhi Ty2 que estuvo dentro de las células U937 por 20 h (Figura 17, carril 4). Estas
bandas estdn ausentes en los extllactos del mismo tipo preparados ya sea desde bacterias

que permanecieron extracelulares durante 1 h (Figura 17, carriles 5, 6 y 7) como




Tabla 5. Actividad fosfatasa 4acida en cepas S. typhi Ty2.

Actividad de Fosfatasa Acida

Cepas Indice de Sobrevida Unidades/bacterium  x 1,00E+07
Ty2 100 5,23+0,6
Ty2phoN 74 £ 8 (n=3) 8,50%0,5
Al8 439+ 16 (1=3) 28,36 £0,4
A18Tn5 177 £ 11 (n=3) 8,20+0,4
A38 676 + 29 (n=6) 27,55+0,5
A38Tn5 134 + 10 (n=5) 6,23+ 0,2
Ty2 ext 33,28 % 6,6
Ty2 int 1584,67 + 45,66
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Valores promedio + error estadistico de al menos 3 determinaciones; n: indica el niimero

de determinaciones realizadas.
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T

Figura 17: Inmunoelectrotransferencia de extractos de bacterias coincubadas con
células U937 y revelados con anticuerpo anti fosfatasa alcalina de E. coli.
Carril 1: extracto de células U937 sin infectar; carriles 2, 3 y 4: extractos
preparados con bacterias rescatadas desde el interior de las células U937
para las cepas S. typhi Ty2phoN, S. typhi Ty2 TYT1231 y S. typhi Ty2,
respectivamente y carriles 5, 6 y 7: extractos de bacterias extracelulares
coincubadas con las células U937 durante 1 h para las cepas S. typhi
Ty2phoN, S. typhi Ty2 TYT1231 y S. pyphi Ty2, respectivamente. *:

muestra la banda reactiva presente en el extracto de células U937 sin

infectar y en las bacterias aisladas desde el espacio intracelular (carriles 1,

2,3y4).
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también, en el extracto preparado desde células U937 sin infectar (Figura 17, carril 1).
En este Gltimo aparece una banda de una proteina pequefia (*) que esta presente también
en los extractos de S. fyphi Ty2phoN y TYT1231 rescatadas desde el intracelular de
células U937 (Figura 17, carriles 1, 2, 3 y 4), la cual probablemente corresponde a una
fosfatasa de origen eucaridtico. Por otra parte, en los extractos preparados con las
bacterias provenientes del interior de las células U937 S. typhi Ty2phoN y TYT1231
(Figura 17, carriles 2 y 3) no se detectd este grupo de bandas reactivas, probablemente
debido a la baja sobrevida intracelular que tuvieron estas cepas en este ensayo, siendo
imposible caracterizar las bandas de posibles fosfatasas que deberian estar ausentes en
estas mutantes. De todas maneras este resultado negativo apoya la hipdtesis de que estas
bandas que aparecen inducidas en extractos de S. fyphi Ty2 que estuvieron 20 h al
interior de las células U937 (Figura 17, carril 4) son de origen bacteriano. Nuevamente,
se demuestra que la participacion de proteinas que dan reaccion cruzada con anticuerpos

anti-fosfatasa alcalina es importante en la interaccion bacteria-célula.
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CAPITULO II:

Mutantes de S. fyphi Ty2 phoP y resistencia al pH 5.

2.1. Obtencién y caracterizacién de las mutantes S. fyphi Ty2 phoP y A38 phoP:
Debido al importante papel que cumple el regulador transcripcional PhoP en la
interaccién S. fyphimurium-macréfago murino, en esta Tesis se obtuvo y caracterizo
mutantes de S. fyphi phoP. Estas mutantes fueron obtenidas mediante transduccion y
recombinacién homoéloga, via el fago P22HTint desde las cepa de S. ryphimurium
MST223, la cual posee mutado el gen phoP por una insercién del mini transposon
Tnl0(dTet). Una vez obtenidas las transductantes resistentes a Tet, se les estudio
fenotipos tales como: actividad de fosfatasa 4cida, sensibilidad al pH 4cido y sobrevida
dentro de las células U937. Como se aprecia en la Figura 16, la cepa S, typhi Ty2 phoP
es totalmente sensible al pH 4cido, y disminuye la actividad de fosfatasa acida y la
capacidad de sobrevivir dentro de las células U937 (Figura 15A y 15B). Estos resultados
sugieren que en S. fyphi Ty2 el gen phoP regula otro gen de actividad de fosfatasa
distinto de phoN, el cual seria importante para ambos procesos, tanto para la sobrevida
intracelular como para la resistencia al pH 5. Para recuperar el fenotipo PhoP* de la
mutante S. &yphi Ty2 phoP por recombinacion homologa, la cepa S. fyphi Ty2 phoP fue
transducida con un lisado del fago P22HTins obtenido en la cepa S. typhimurium MST1
(cepa nativa) y se seleccionaron aquellas transductantes que perdieron la resistencia a

Tet. En la revertante ha ocurrido el reemplazo del gen phoP mutado por el gen phoP de
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S. typhimurium silvestre. Esta cepa resultante recuper6, la actividad fosfatasa a pH 7
(actividad que estd dada por PhoN) demostrando que el gen p/ioP de S. typhimurium es

capaz de funcionar en S. typhi Ty2 al menos en la regulacion de esta actividad.

2.2. Participacién de phoP en la regulacion por perdxido de la mutante S. typhi Ty2
TnphoA A38: La expresion del gen mutado en A38 se induce en presencia de estrés
oxidativo (Tabla 2). Para estudiar la participacion de phoP en esta regulacion, se obtuvo
mediante transduccion y recombinacion homdloga la cepa A38phoP. La cepa A38phoP
resulté también totalmente sensible al pH 5 e incapaz de crecer en placas preparadas a
pH 5 (Figura 16). La actividad fosfatasa alcalina en presencia y ausencia de H,0, fue
medida para ambas mutantes. Como se observa en la Figura 18, la actividad de fosfatasa

alcalina en la cepa parental A38 aumenta después de 30 min de incubacioén en H,0,, en

cambio para la cepa A38phoP la actividad permanece sin cambio aparente durante este
tiempo. Estos resultados sugieren que en S. fyphi Ty2 existe al menos un gen cuya
expresion frente a peroxido de hidrogeno es regulada a través del sistema de dos

componentes PhoP/PhoQ.

2.3. Resistencia de cepas de S. fyphi Ty2 al pH acido: La resistencia al pH 5 fue
evaluada en funcion de la fase de crecimiento de la cepa silvestre S. fyphi Ty2 (Figura
19). Tal como muestra la Figura 19 el indice de resistencia al pH 4cido depende de la
fase de crecimiento de la bacteria. Por esto, todos los ensayos de resistencia al pH 5

fueron realizados tomando alicuotas de los cultivos a densidad 6ptica de 0,2 a 600 nm.
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Figura 18: Actividad de fosfatasa alcalina medida en presencia de peroxido de

hidrogeno para las cepas A38 y derivada A38phoP. Las barras representan

la desviacion estadistica y * muestra que estos valores son

significativamente distintos con un p<0,05 segun el test de ¢ 'Student.
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——[ndice de Resistencia al pH 5 —&— Numero de ufc x 16
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Figura 19: Indice de resistencia al pH 5 en funcién del crecimiento de la cepa de S.

typhi Ty2.
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Como se observa en la Figura 16, las mutantes que poseen el transposon Tnphod
resultaron mas resistentes al pH 4cido que las cepas isogénicas, derivadas Tn5, que
perdieron la actividad de fosfatasa alcalina. Esta sensibilidad aumentada no fue
producto de la presencia del transposon Tn5, puesto que una cepa de S. typhi Ty2 Tn5
present6 un indice de resistencia al pH 5 muy similar a la cepa nativa S. fyphi Ty2
(Figura 16). Por otra parte, las cepas de S. fyphi Ty2 mutantes en el gen phoP
presentaron una sensibilidad total al pH 4cido, siendo incapaces de crecer en esta
condicion (Figura 16) y la cepa TYT1231 carente de actividad de fosfatasa acida también
resultd bastante sensible al 4cido con un indice de resistencia al pH 5 de sélo 23

unidades.
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CAPITULO IO:

Mutantes de S. fyphi Ty2 MudJ: participacion del LPS en la sobrevida bacteriana

dentro de las células U937.

3.1. Obtencion de mutantes de S. fyphi Ty2 MudJ: Las mutantes de S. typhi Ty2 MudJ
fueron obtenidas mediante transduccion via fago P22HTint desde la cepa de S.
typhimurium MST1063 De esta manera el fago MudJ queda complementado en cis
transitoriamente con las transposasas del fago ayudante Mudl, lo que permite la
transposicion de MudJ al cromosoma bacteriano. Se obtuvo un total de 9.000 mutantes
S. typhi Ty2 resistentes a Kan. Estas mutantes fueron mezcladas y usadas para la
infeccion y posterior seleccion desde el interior de las células U937.

3.2. Seleccion de mutantes de S. fyphi Ty2 MudJ desde el interior de las células
U937: La mezcla de mutantes de S. #yphi Ty2 MudJ previamente descrita, fue utilizada
para infectar la linea celular U937. Una vez eliminadas las bacterias extracelulares por
la gentamicina y las bacterias en activa proliferacion intra- y extracelulares por la accion
de ampicilina, se aislaron las bacterias desde el espacio intracelular, las cuales
permanecieron durante 20 h dentro de las células U937. Después de este tratamiento, un
total de 160 mutantes fueron rescatadas, 67 (41%) resultaron auxétrofas para histidina,

producto de la recombinacién homdloga (debido a que en la cepa MST1063 MudJ se

encuentra en el locus /is), y 62 mutantes fueron X-Gal~, por lo cual fueron descartadas.

|
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Finalmente, 31 mutantes S. fyphi Ty2 MudJ (XGal*) se caracterizaron en esta Tesis.

Todas estas mutantes fueron sensibles al fago Ffim, indicando alteraciones en el antigeno

i

O del LPS (Tabla 6) y protétrofas. Ninguna de las mutantes seleccionadas fue capaz de
crecer en agar-Luria que contenia ampicilina (50 pg/ml) y tampoco presentaron
alteraciones en el patron de proteinas de membrana externa (datos no mostrados). Todas
estas mutantes resultaron resistentes al fago Felix O indicando un core del LPS normal.
En los experimentos controles, donde las células U937 fueron infectadas con la cepa
silvestre de S. #yphi Ty2, se recuperaron 21 ufc al tratar con ambos antibidticos
(gentamicina y Amp). Todas estas cepas resultaron resistentes al fago Ffm; en cambio,
fueron recuperadas 130.970 ufc cuando se realizé el tratamiento sélo con gentamicina,
demostrando que Amp es efectivamente: capaz de ingresar a las células U937 y actuar

sobre células de S. #yphi intracelulares en activa proliferacion.

3.3. Anilisis de la regulacién por estrés de las mutantes de S. typhi Ty2 MudJ: Se
estudio la regulacion de los genes mutagenizados frente a las tres condiciones de estrés
empleadas en este estudio (Tabla 6). Un 52% (16 mutantes) respondieron frente a las

condiciones de estrés empleadas; algunas de ellas, tales como: TYT1206, TYT1216,

TYTI1218, TYTI1226 y TYTI1230 presentaron regulacion en las tres condiciones
empleadas (Tabla 6). Ciertas mutantes; a saber: TYT1201, TYT1210, TYTI1211,

TYT1223 y TYT1230 presentaron una forma de colonia mas difusa y de bordes rugosos

en agar-Luria con respecto a la colonia de la cepa silvestre S. fyphi Ty2 (Figura 20).




Table 6. Caracteristicas de S. yphi Ty2 y mutantes MudJ. 72

Regulacion por Estrés Sedimenta en

Cepas Temp H202 pH 5.0 Movilidad | Medio Liquido

Ty2 - - - + No
TYT1200 0 0 NC + No
TYT1201 - - NC - Si
TYT1202 - - T - Si
TYT1203 - - CP - Si
TYT1204 - - CP + Si
TYT1205 - - T + No
TYT1206 T T 0 + No
TYT1207 - - - + Si
TYT1208 - - . + No
TYT1209 - - - + No
TYT1210 - T NC + Si
TYTI211 - - - + No
TYTI1212 - - - + No
TYT1213 T - - + Si
TYTI1214 - - - + No
TYTI1215 - - T + No
TYT1216 T T T + No
TYTI1217 - - + No
TYTI1218 0 T T + No
TYT1219 - - T - Si
TYT1220 - - - + No
TYT1221 - - 1 + No
TYT1222 - - T + No
TYT1223 - $ Cp + Si
TYT1224 - - - - Si
TYT1225 - ) - - + Si
TYT1226 J 0 t - Si
TYT1227 - - - + No
TYTI1228 - - - + No
TYT1229 - T - - Si
TYT1230 T J T + No

En la regulacion frente al estrés 1 indica aumento de la coloracién azul con respecto a la
condicion estandar de cultivo agar-Luria pH 7 a 37°C; : disminucién de Ia intensidad
del azul, y -: no responde en la condicién de estrés analizada. En movilidad +: movil y -:
inmovil.
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Figura 20: Colonias de S. #yphi Ty2 y mutante TYT1201 creciendo en agar-Luria. La

barra corresponde a 1 cm.
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En placas de agar-Luria que contenian peréxido de hidrégeno y X-Gal se
detectaron fusiones reguladas frente a la condicién oxidativa. Siete mutantes resultaron

inducidas y dos reprimidas cuando crecieron en presencia de H,O,. Las mutantes

TYT1200, TYT1206, TYT1216, TYTI1218 y TYT1226 las cuales son inducidas por

H,0, también fueron reguladas por la temperatura entre 37°C-42°C (Tabla 6). Todas las

mutantes inmoviles sedimentaron en medio de cultivo liquido caldo-Luria (Tabla 6). Sin
embargo, hubo mutantes méviles que también sedimentaron en el caldo de cultivo
indicando que ambos fendémenos no estan directamente relacionados.

Once fusiones resultaron inducidas al crecer en placas agar-Luria a pH 5 y seis
mostraron alteracion en la capacidad de crecer o no crecieron en esta condicion (Tabla
6). La falta de crecimiento en placas a pH 5 no necesariamente indica incapacidad de
para enfrentar esta condicidn, ya que en este ensayo el inoculo de bacterias es aleatorio,
en cambio, en la determinacién cuantitativa de la resistencia al pH 5 el inoculo de

bacterias es medido (ver a continuaci6n).

3.4. Resistencia al pH 4cido de las mutantes de .S typhi Ty2 MudJ: Previamente se
habia establecido relacion entre la resistencia al pH 4cido y la capacidad de sobrevivir
dentro de las células U937. Esta relacién también fue detectada para las mutantes S.
typhi Ty2 Mud] evaluadas TYT1200, TYTY1201, TYT1202 y TYT1203 (Figura 21).
Por esto, se midié en todas las mutantes S, typhi Ty2 MudJ el indice de resistencia al pH

5. Como se aprecia en la Figura 21, la mayoria de las mutantes de S, typhi Ty2 MudJ

fueron altamente sensibles al pH 4cido, especialmente sensibles resultaron las mutantes
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TY1204, TYT1206, TYT1207, TYTI1209, TYT1212, TYT1223 y TYT1228. Este
resultado permite sugerir que probablemente la mayoria de las mutantes S, typhi Ty2

MudJ obtenidas en esta Tesis también sean incapaces de sobrevivir bien dentro de las

células U937.




DISCUSION

En esta Tesis se construyeron y caracterizaron mutantes de Salmonella typhi Ty2 para
estudiar el proceso de sobrevida dentro de los macrofagos humanos U937. La hipdtesis
plantea que en el proceso de resistencia de S, typhi al macroéfago, los genes bacterianos
regulados por condiciones de estrés, similares a las que podria encontrar al enfrentarse con
el macréfago humano, juegan un papel importante. La estrategia experimental propone la
mutagénesis por insercion de los transposones TnphoA y MudJ, de tal manera aumentar las
posibilidades de detectar genes que participen en este proceso. Ambos transposones llevan
genes indicadores de la expresion de los genes mutagenizados, permitiendo evaluar la
expresion del gen afectado bajo distintas condiciones ambientales. En las mutantes de S.
typhi Ty2 TophoA la primera seleccién fue de aquellas reguladas frente a las condiciones de
estrés. Luego, a estas mutantes se les evalué su capacidad de sobrevivir dentro de las
células U937. Por otra parte, las mutantes MudJ fueron seleccionadas desde el interior de
las células U937 y luego sometidas a los tres tipos de estrés. Utilizando estas dos estrategias
experimentales distintas se amplian las posibilidades para encontrar los genes que codifican
para proteinas con funciones importantes (factores de virulencia) en el fendmeno de

resistencia al macrofago.
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Mutantes de S. fyphi Ty2 TnphoA

Uno de los principales objetivos de esta Tesis fue seleccionar mutantes en proteinas
extracitoplasmaticas reguladas por estrés, ya que se esperaba que este tipo de proteinas
cumplieran un papel importante en el fenémeno de resistencia al macrofago humano. Sin
embargo, del total de 40 mutantes S. typhi Ty2 Tnphod reguladas por estrés, solo 10
mutantes (25%) mostraron baja capacidad de sobrevivir dentro de las células U937,
comparadas con la cepa nativa S. fyphi Ty2 (Tabla 3). En algunas de estas mutantes la
proteina de fusién que se forma entre el gen mutagenizado y phoA podria tener una
ubicacion aberrante, interfiiendo con la fisiologia normal de la bacteria; esto es
especialmente probable en las mutantes 053, C79 y OAS5, las cuales muestran también un
pobre indice de entrada (Tabla 3). Se ha descrito una mutante de S. lyphimurium que posee
el TnphoA insertado en las cercanias de la secuencia sefial del gen pagC que codifica para
una proteina que normalmente se destina a la membrana externa. La proteina de fusién que
se produce se ubica aberrantemente en la membrana interna de Ia bacteria, donde causa
fuertes transtornos pleiotropicos (Miller y col, 1992). Otra posibilidad para explicar las

fuertes alteraciones sufridas por las mutantes C79 y OAS5 es que tuvieran alteraciones en el

sistema de transporte de hierro mediado por la enteroquelina. Se ha demostrado que este
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sistema en S. #yphi participa en la virulencia sobre cultivos de células HeLa y en el modelo
de infeccion de ratones con bacterias resuspendidas en mucina (Furman y col., 1994).

La condicién de estrés donde se detect6 un mayor niimero de mutantes que exhibian
regulacién fue en respuesta a la temperatura. En aquellas mutantes reprimidas por la
temperatura (Tabla 2) podrian estar alterados los mecanismos de exportacion de las
proteinas en general. Por el contrario, la induccién de proteinas por la temperatura, podria
formar parte de un mecanismo evolutivo de defensa, en donde participan las proteinas de
estrés térmico. Las funciones de estas proteinas, en otros organismos, han sido
caracterizadas como: chaperonas que preservan la estructura de otras proteinas esenciales
para la viabilidad celular, proteasas que actiian sobre proteinas denaturadas y proteinas que
forman estructuras de termo-proteccion o que participan en la exportacion de protginas
extracitoplasmaticas (Ang y col., 1991 y Craig y col,, 1993). En particular, se ha
caracterizado la proteina PapD chaperona de E. coli que se localiza en el espacio
periplasmico donde participa en el ensamblaje del pilus (Jacob-Dubuisson y col., 1993).

En este trabajo se obtuvieron mutantes, tales como A38, A82, C27 y 039, que
responden frente a mis de una condicién de estrés (Tabla 2), indicando la posible
participacién de diferentes mecanismos regulatorios, segundos mensajeros comunes y/o
cross talk entre los sistemas de transduccion de sefiales bacterianas. En la respuesta
defensiva contra el pH 4cido en S. typhimurium se ha visto la coparticipacion de proteinas

de defensa contra el pH 4cido y proteinas de estrés térmico (Foster y Bearson, 1994).

También se ha detectado la participacion de distintos /oci regulatorios tales como: Jur, oxrG,
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eardB, earC'y ompR (Foster, 1993 y Foster y col., 1994). Ademas, tanto frente al estrés
térmico como frente al estrés oxidativo se ha detectado la produccién de nucleétidos
polifosforilados (denominados "alarmonas") que podrian actuar como segundos mensajeros
(Christman y col., 1985 y VanBogelen y col., 1987). Un ejemplo de cross talk es la
regulacién que sufren las porinas OmpC y OmpF de S. fyphimurium frente a diferentes
condiciones ambientales, tales como variaciones en la temperatura y osmolaridad (Dorman,

1991); pH 4cido (Foster y col., 1994) y presencia de agentes oxidantes (Demple, 1991).

Las mutantes A65 y A88 son interesantes ya que ambas tienen indices de entrada
similares a la cepa nativa pero sus indices de sobrevida dentro de las células U937 se ven
claramente afectados (Tabla 3). La mutante A65 es en un gen reprimido frente a la
temperatura (Tabla 2). Este resultado sugiere que un gen reprimido, por una condicién de
estrés, podria participar en la virulencia de S. fyphi. Para la virulencia de S, typhimurium es
importante el papel de los genes prg, aquellos reprimidos por PhoP (Alpuche-Aranda y col.,
1992; Behlau y Miller, 1993; Miller y col., 1990 y Belden y Miller, 1994). También, la
mutante de S. fyphimurium phoP° que expresa constitutivamente PhoP, es avirulenta. En
esta mutante se ha propuesto que la baja expresion de los genes prg (que esta totalmente
ausente en pho°) seria necesaria para la virulencia de S. fyphimurium en el ratén (Miller y
Mekalanos, 1990).

Por otra parte, alguna de las seis mutantes S. fphi Ty2 TnphoA inducidas frente al

perdxido de hidrégeno podria tener insertado el transposén en un gen que codifique para
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una catalasa de tipo II, ya que estas enzimas se ubican en espacio periplasmico de la bacteria
(es decir, proteinas extraciplasmaticas que son los probables blancos de la mutagénesis con
Tnphod); son enzimas requeridas para la inactivacién del peréxido de hidrégeno y se
inducen en respuesta al estrés oxidativo. Se ha descrito en . fyphimurium la induccién de
una catalasa de tipo I (catalasa/peroxidasa) en respuesta al peréxido de hidrogeno. Esta
proteina es un buen antigeno para la induccion de inmunidad celular, y protege a los ratones
contra la infeccion por S. fyphimurium patogena (Kagaya y col., 1992). Llama la atencién
el hallazgo en este estudio de que la induccion de los mismos niveles de proteccion, no se
pudo conseguir inmunizando ratones con la catalasa de tipo I, cuya expresion es constitutiva
enS. fyphimurium (Kagaya y col., 1992).

Del total de las mutantes de S. fyphi Ty2 TnphoA estudiadas, un 50% (20 mutantes)
mostré una mejor capacidad para sobrevivir dentro de los macréfagos U937 que la cepa
nativa y la mayoria resulté semi-sensible al fago Ffim. Debido a que se estin pesquisando
mutantes en proteinas extracitoplasmaticas, es frecuente encontrar alteraciones en el
antigeno O del LPS. En base a los antecedentes disponibles para otras bacterias patogenas
facultativas intracelulares, que poseen fosfatasas 4cidas como factores de virulencia
(Dowling y col., 1992 y Bliska y col., 1992) se postul6 la actividad de fosfatasa alcalina
otorgada por el transposon TnphoA como la causante del efecto protector observado. Para
demostrarlo se construyeron derivadas de las mutantes Tnphod con el transposc;n TnS que

especificamente perdieran la actividad fosfatasa. Las derivadas TnS obtenidas disminuyeron

la actividad de fosfatasa alcalina (Tabla 4), presentaron indices de sobrevida cercanos a los
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de cepa nativa S. fyphi Ty2 (Figura 15B) y también disminuyeron sus indices de resistencia
al pH 5 (Figura 16), con respecto a la mutante Tnphod parental. Estos resultados sugieren
que la actividad de fosfatasa dada por el gen phod de E. coli, le otorga a S. typhi una mejor
capacidad para resistir al pH 4cido y para sobrevivir dentro de los macréfagos U937.
Previamente se han obtenido mutantes por insercién del transposén Tnphod en S.
typhimurium y en S. abortusovis y se ha caracterizado su virulencia in vitro e in vivo. En
estos trabajos no ha sido detectado un efecto como el observado en esta Tesis (Johnson y
col., 1991; Belden y Miller, 1994 y Rubino y col., 1993).

El gen phoA y el operén de la lactosa no existen en el genoma de Su/monella. Se
ubican en uno de los loops que se forman al hibridizar el DNA cromosomal de E, coli con
DNA cromosomal de S. &yphimurium (Groisman y col., 1992b). Por otra parte, en E. coli no
existe el gen phoN. Sin embargo, se detecta actividad de fosfatasa 4cida inespecifica
producto de la accion de PhoA (Kasahara y col.,, 1991). En algunas de las mutantes de S,
typhi Ty2 TnphoA obtenidas en esta Tesis se detecto actividad de fosfatasa, medida a pH
acido, mayor que la determinada en la cepa nativa S. typhi Ty2 (Tabla 5). Este resultado
indica que el gen phoA foraneo para S. fphi, en estas mutantes da cuenta de una mayor
actividad fosfatasa 4cida inespecifica. Los resultados permiten sugerir la participacion de
una fosfatasa bacteriana funcional a pH 4cido en el fendmeno de sobrevivencia intracelular

en macrofagos U937. En S. fyphimurium PhoN es una fosfatasa 4cida inespecifica regulada

por PhoP y no es un factor de virulencia (Galén y Curtiss, 1989 y Miller y col., 1989).

Nuestros resultados indican que en S. #yphi PhoN tampoco cumpliria un papel importante al
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menos en los procesos de resistencia al pH acido y de sobrevivencia dentro de las células
U937 (Figura 15A y Figura 15B). Ademas de PhoN, en S. fyphimurium, se han detectado
otras tres actividades de fosfatasa dcida, una de las cuales corresponde a una fosfatasa acida
inespecifica de tipo II, también regulada por PhoP cuyo papel en la virulencia de S.
typhimurium ain es desconocido (Galn y Curtiss, 1989).

Para intentar caracterizar mejor la participacion de la actividad fosfatasa dada por el
gen phod, se transformé la cepa nativa con el plasmidio multicopia pCH2 (derivado de
pBR322). Esta cepa transformada disminuyé su capacidad de sobrevivir dentro de los
macrofagos U937. Més ailin la presencia del plasmidio afecté también la capacidad de
resistir al pH 4cido (Figura 15A, Figura 15B y Figura 16). La presencia de un plasmidio con
un alto nimero de copias (30-50) puede ocupar gran parte de la maquinaria bacteriana,
impidiendo la sintesis de los elementos requeridos para sobrevivir dentro de los macréfagos.
La cepa de S. fyphi Ty2pCH2 expresa abundantemente la proteina plasmidial PhoA en el
espacio periplasmico, como lo demuestra la Figura 14, quizas saturando el sistema de
exportacion bacteriano.

En la cepa nativa de S. fphi Ty2 usada en este estudio fue posible detectar la
induccion de una actividad de fosfatasa medida a pH écido, en bacterias que estuvieron 20 h
en el interior de las células eucaridticas (Tabla 5). También, se intent6 detectar la induccién
de esta actividad frente a diversas condiciones de estrés in vitro, creciendo la bacteria en

presencia de peroxido de hidrogeno, en pH 5, en medio minimo y en fase estacionaria de

crecimiento (datos no mostrados). En ninguna de estas condiciones se pudo detectar
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induccion de actividad de fosfatasa. Aparentemente es dificil reproducir in vitro el
complejo ambiente intracelular de los macrofagos. En S. fyphimurium se han estudiado los
cambios en los patrones de protefnas, mediante electroforésis en dos dimensiones, y se ha
demostrado que ciertas condiciones in vitro de estrés no inducen las mismas proteinas que
se expresan cuando la bacteria ha estado dentro de macréfagos en cultivo (Abshire y
Neidhart, 1993).

Mediante inmunoelectrotransferencia y utilizando anticuerpos contra fosfatasa
alcalina se detectaron proteinas de aproximadamente 27 Kda, en extractos de S. fyphi Ty2
que estuvieron dentro de las células U937 durante 20 h. Las fosfatasas acidas inespecificas
en S. yphimurium son: PhoN o fosfatasa 4cida inespecifica de tipo 1, de aproximadamente
26 K, regulada por PhoP (Kier y col.,, 1979 y Kasahara y col., 1991) y fosfatasa acida
inespecifica de tipo I, tetrimero constituido por subunidades de 24 K (Uerkvitz, 1988),
también regulada por PhoP (Galan y Curtiss, 1989). Ademas se han detectado actividades
de fosfatasas 4cidas sobre fosfohexosas y sobre 2*-3-nucleétidos fosfodiesteres (Kier y col.,
1977). Por otra parte, la mutante deficiente en actividad de fosfatasa acida TYT1231
obtenida en este estudio en la cepa S. #yphi Ty2 phoN mostr6d un bajo indice de sobrevida
siendo su indice de entrada del mismo nivel que el de la cepa silvestre S. fyphi Ty2. La
mutante ademas resulto sensible al pH 5 y la expresion del gen afectado es inducida a pH 5.
Estos resultados apoyan la hipdtesis previamente planteada de que una actividad de

fosfatasa 4cida de S. fyphi Ty2 participa en la sobrevida dentro de las células U937.
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Se han acumulado evidencias indicando que uno de los mecanismos més importantes
por los cuales los patogenos procariontes interfieren en los procesos de las células
eucariontes es a través de la desfosforilacion de residuos tirosina (Bliska y col., 1993; Bliska
y Falkow, 1993; Bliska y col., 1992 y Clemens y col.,, 1991). En Yersinia spp. parasito
intracelular del macroéfago, la proteina YopH es un factor de virulencia con actividad de
tirosina fosfatasa 4cida (Bliska y col., 1992; Straley y col., 1993 y Bliska y Falkow, 1993).
YopH es secretada directamente al interior del macrofago, a través de un poro que se forma
entre ambas membranas, la eucaridtica y la procaridtica, y una vez dentro desfosforila
proteinas del macrofago inhibiendo el proceso de fagocitocis (Bliska y col., 1992). Todas
las detecciones de actividad de fosfatasa en esta Tesis se realizaron midiendo la hidrdlisis
del sustrato p-nitro-fenilfosfato, cuya estructura es similar a la de un residuo de tirosina
fosforilado (Keyse y Emslie, 1992) indicando que la(s) enzima(s) estudiada(s) podria(n)
actuar sobre este tipo de sustratos que son mas abundantes en células eucaridticas. En otra
bacteria Gram negativa parasito intracelular facultativo Legionella micdadei, una fosfatasa
acida secretada también ha sido caracterizada como factor de virulencia (Dowling y col.,
1992). Esta enzima bloquea la activacién de los neutrofilos hidrolizando segundos
mensajeros, tales como: fosfatidil inositol 4,5-difosfato e inositol trisfosfato (Saha y col.,
1988).

La actividad fosfatasa 4cida de S. #phi inducida dentro de las células U937, podria

interferir con los procesos de activacion del macrofago especialmente si se tratara de una

enzima bacteriana secretada. En esta Tesis no se pudo detectar, en sobrenadantes de cultivo
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de S. fyphi crecida en distintas condiciones, actividad de fosfatasa (datos no mostrados). En
etapas tempranas de la infeccion de macrofagos peritoneales murinos por S. fyphimurium
ocurre la fosforilacion de proteinas celulares (Saito y col., 1994). Quizis infecciones con S.
typhi también producen una respuesta similar en los macrofagos que podria ser modificada
por la actividad de fosfatasa bacteriana inducida intracelularmente. Tal vez, una enzima
con actividad de fosfatasa en S. typhi podria actuar sobre proteinas propias que formen parte
de algin sistema de dos componentes y de esta manera participar en la regulacién de la
expresion génica bacteriana en respuesta a estimulos estresantes. También en fibroblastos
humanos expuestos a estrés oxidativo o estrés térmico se induce la expresion de una tirosina
fosfatasa 4cida, ésta probablemente participa en los procesos regulatorios de defensa de la
célula eucariotica (Keyse y Emslie, 1992). Basandose en que el efecto protector de la
actividad de fosfatasa también se observo in vitro en placas de agar-Luria a pH 5, otra
alternativa podria ser que esta actividad permitiera la generacion de compuestos
tamponantes del entorno bacteriano. La hidrdlisis de polifosfatos en el hongo Dunaliella
salina ocurre en estrés alcalino y ha sido propuesta como mecanismo tamponante contra el
pH alcalino (Pick y col., 1990).

En Klebsiella aerogenes se ha detectado una actividad de fosfatasa 4cida inespecifica
que es sintetizada en cultivo continuo e inducida en hambruna de carbohidratos. Para esta
enzima se ha propuesto una funcion en el transporte de azicares fosforilados, los cuales
deben ser desfosforilados para atravesar la membrana citoplasmatica (Bolton y Dean, 1972).

Tal vez, dentro de las células U937 existe limitacion de algin nutriente capaz de inducir la
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actividad fosfatasa observada. Esta fosfatasa le daria a la bacteria ventajas para sobrevivir
en condiciones adversas ya que podria producir substratos tales como carbohidratos (fuentes
de carbono) o fosfatos (importante en condiciones de hambruna de fésforo); en todo caso
esto no explicaria el efecto protector de la fosfatasa cuando las bacterias crecen en placas

agar-Luria a pH 5 (considerado un medio rico en nutrientes).

Mutantes de S. &yphi Ty2phoP

En S. typhimurium se ha demostrado ampliamente que los genes de virulencia sufren
regulacion frente a diversas condiciones de estrés, tales como: pH 4cido, agentes oxidantes,
temperatura, hambruna de nutrientes y presencia de defensinas (Alpuche-Aranda y col.,
1992; Behlau y Miller, 1993; Ensgraber y Loos 1992; Christman y col., 1985; Fierer y col.,
1993; Francis y Gallagher, 1993; Johnson y col., 1991 y Valone y col., 1993; revisién en
Mekalanos, 1992). En la regulacion de la respuesta en contra del pH 4cido y de las
defensinas participa el sistema PhoP/PhoQ (Behlau y Miller, 1993 y Miller y col., 1989), el
cual no habia sido previamente estudiado en S. #yphi. En esta Tesis se obtuvo mediante
recombinacion homologa mutantes S. #yphi Ty2 phoP. Estas mutantes disminuyeron la
actividad fosfatasa 4cida (Figura 15A) y la capacidad de sobrevivir dentro de los macréfagos
U937 (Figura 15B) ademas resultaron notablemente sensibles al pH 5 (Figura 16). Todos

estos fenotipos concuerdan con los descritos previamente para la mutante S. fyphimurium
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phoP (Galén y Curtiss, 1989). El fenotipo XP"de la mutante S. fyphi Ty2 phoP fue revertido
al transducir con un fago obtenido en la cepa S. fyphimurium MS1 (LT2 o cepa silvestre de
S. typhimurium). Este resultado demuestra que el gen PhoP proveniente de S. fyphimurium
puede ser funcional en S. fyphi, al menos en la regulacién de la actividad de fosfatasa cida.
Para estudiar la participacién de PhoP en la regulacion de la mutante A38 frente al
peroxido de hidrégeno, por transduccién y recombinacion homologa se obtuvo la cepa
A38phoP. Esta mutante fue incapaz de responder a la presencia del peréxido de hidrégeno
después de una incubacion de 60 min (Figura 18). Estos resultados demuestran que PhoP en
S. typhi Ty2 regula la respuesta de al menos un gen frente al perdxido de hidrogeno. Esta
funcion de PhoP no habia sido descrita previamente para otras especies de Salmonella

estudiadas.

Mutantes de S. typhi Ty2 MudJ

Las mutantes MudJ fueron seleccionadas a través de un método de seleccién positiva.
Mediante este método se pudo aislar aquellas mutantes S. fphi Ty2 Mud] que
especificamente resistieron la accién de Amp desde dentro de las células U937. Este tipo de
seleccion es necesaria cuando se requiere analizar individualmente un nimero alto de

mutantes (este trabajo requeria el andlisis de al menos 9.000 mutantes). De esta manera, se

rescatan directamente las mutantes que interesan y en este caso fueron solo 31 mutantes. El
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método de seleccion estd basado en el uso de los antibidticos gentamicina y Amp, el
primero actiia sobre las bacterias extracelulares (Lissner y col., 1983 y Vladoianu y col.,
1990) y el segundo actiia sobre bacterias que se dividen activamente tanto intra como
extracelularmente (Figura 22). Los antibi6ticos f-lactamicos pueden acceder a través de las
membranas plasmaticas de células eucariéticas (Camilli y col., 1989 y Lowrie'y col., 1979)
y actuar en contra de S. fyphi en particular (Chang y col., 1990). En el experimento control
realizado en esta Tesis, infectando las células U937 con S. #yphi Ty2 en ausencia de Amp, se
rescataron 130.970 ufc, en cambio, en presencia de ambos antibidticos solo 21 ufc fueron
recuperadas, demostrando asi que Amp efectivamente es capaz de ingresar a la célula U937
y actuar sobre S. fyphi Ty2 intracelular.

Todas las mutantes de S. fyphi Ty2 MudJ seleccionadas poseen alteraciones del
antigeno O del LPS ya que son sensibles al fago Ffm (Wilkinson y col., 1972). EI antigeno
O en S. typhimurium tendria una importante funcion protectora en contra de las defensinas o
péptidos catidnicos (Stinavage y col., 1989 y Rana y col., 1991). Tal vez, estas mutantes al
tener alterado el antigeno O sean mas sensibles a estos factores antibacterianos del
macrofago, por lo tanto, incapaces de multiplicarse dentro de las células e insensibles a la
ampicilina. La mayoria de las mutantes MudJ seleccionadas en este estudio son altamente
sensibles al pH 5 (Figura 20) otro de los mecanismos antibacterianos dentro de los
macréfagos. Previamente, analizando individualmente la sensibilidad a las defensinas de
20.000 mutantes MudJ de S. typhimurium, se detectaron 18 mutantes hipersensibles, 11 de

las cuales perdian la patogenicidad en ratones. Entre ellas se caracterizaron una mutante en

.
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Figura 22: Esquema representativo de la accion de los antibidticos gentamicina y

ampicilina sobre bacterias intra y extracelulares en macréfagos.
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el gen phoP y otra mutante rugosa (Groisman y col., 1992a). Las mutantes TYT1204 y
TYT1212 son absolutamente sensibles al pH acido (Figura 21) y podrian tener localizada la
mutacion en el gen phoP, aunque la mutante en phoP obtenida por recombinacion
homologa desde S. fyphimurium en esta Tesis es una mutante lisa resistente al fago Ffim.

La importancia del antigeno O del LPS para la virulencia de S. typhimurium en
ratones ha sido ampliamente demostrada (Valtonen, 1970; Collins y col., 1991; Makela y
col., 1973; Stinavage y col., 1989 y Rana y col., 1991). Existen mutantes de S. typhimurium
que pierden parcialmente el antigeno O del LPS. Estas mutaciones se ubican en los genes
pmi (que codifica para la enzima 6-fosfomanosa isomerasa) o rfc (mutantes en las que a
cada unidad de core se le asocia a lo mas una unidad de antigeno O). Estas mutantes fueron
atenuadas en la virulencia para el raton; sin embargo, no perdieron la capacidad de persistir
en los macrofagos de las placas de Peyer, del bazo y de los tejidos mas profundos; ademds
resultaron efectivas como vacunas orales vivas en el modelo murino (Collins y col., 1991).
Alguna de las mutantes S. fyphi seleccionadas en esta Tesis podrian tener una mutacion de
este tipo, permitiendo la persistencia de la mutante dentro de macréfagos U937 aiin después
de la acciéon de Amp.

La integridad del LPS de S. #yphi es esencial para la invasion de células epiteliales
HeLa (Mroczenski-Wildey y col., 1989) y para la entrada a macréfagos U937 (Contreras y
col., 1995). La alteracion del antigeno O en las mutantes MudJ obtenidas en esta Tesis
aparentemente no impide la entrada a las células U937, de otro modo hubiese sido dificil su

seleccién desde el ambiente intracelular de las células en cultivo.
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En esta Tesis se obtuvo un alto niimero de mutantes S. #yphi MudJ que sedimentaban
en los cultivos liquidos. Este fenotipo ha sido asociado con un aumento de la
hidrofobicidad superficial de las bacterias, lo que ocurre cuando se disminuye la cantidad de
antigeno O dejando mds expuesta porciones menos polares del LPS, tales como el lipido A.
Pseudomonas syringae a bajas temperaturas modifica la hidrofobicidad superficial
fosforilando el LPS (Ray y col., 1994). C€oémo un aumento de la hidrofobicidad podria
impedir que la bacteria se duplicara y evadiera la accién de la ampicilina es dificil de
explicar. Quizds esta modificacion le permite alcanzar compartimentos intracelulares
impermeables a Amp. Ninguna de estas mutantes crecid en placas de agar-Luria
conteniendo Amp (50 pg/ml), por lo tanto es poco probable que modificaran su
permeabilidad al antibidtico, debido a alguna mutacién espontanea adquirida durante el
proceso de seleccion.

Todas las mutantes de S. fyphi Ty2 MudJ seleccionadas, tienen alterado el antigeno O
del LPS. Para explicar esto, existen al menos tres posibilidades: 1) la insercién del
transposon MudJ produce en S. fyphi Ty2 esta alteracion, 2) la insercion del transposén
ocurrié en genes no relacionados con la sintesis del antigeno O, pero se seleccionaron
positivamente mutaciones espontaneas del LPS y 3) la insercion del transposon ha ocurrido
en genes relacionados directa o indirectamente con la sintesis del antigeno O del LPS. La
primera explicacién no es muy probable ya que previamente en nuestro laboratorio se ha
analizado un panel de 12.000 mutantes S. fyphi Ty2 MudJ y han aparecido con alta

frecuencia mutantes resistentes al fago Ffm (Tesis Doctor en Bioquimica, Inés Contreras).
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La segunda explicacion se descarta debido al resultado obtenido con el experimento control
de infeccion de las células U937 con la cepa nativa S. fyphi Ty2, desde donde se
recuperaron 21 ufc todas resistentes al fago Ffin.

La tercera explicacion es la més favorecida aunque es poco probable debido a la
diversidad de fenotipos obtenidos (regulacion frente a las condiciones de estrés, ver Tabla
6). Sin embargo, existe en distintas bacterias regulacion del LPS en respuesta a diversos
estimulos ambientales. Asi, Pasteurella haemolytica modifica los componentes de bajo
peso molecular del LPS en funcion de la disponibilidad de oxigeno (Davies y col., 1992),
Yersinia enterocolitica modifica también la estructura del LPS en respuesta a la
temperatura. Al subir la temperatura desde 30°C a 37°C ocurre una transicion en la cepa
Ye3827 la cual se transforma de lisa en semi-rugosa (Kawaoka y col., 1983), posteriormente
se ha establecido que a 37°C se inhibe la transcripcion de la region 75 (Al-Hendy y col.,
1991). En E. coli se ha detectado variaciones en el contenido de manosa del antigeno O del
LPS en respuesta a alteraciones en las condiciones de crecimiento (Taylor y col., 1981) y la
reduccion en la expresion del gen rfa/ a 42°C (Pradel y Schnaitman, 1991). Més atin la
sintesis y ensamblaje del LPS involucra un gran numero de genes y es un proceso de alta
complejidad (Neidhardt y VanBogelen, 1987).

No se detectaron alteraciones en el patron de proteinas de la membrana externa en las
mutantes MudJ obtenidas en esta Tesis, sin embargo, alguna de las numerosas proteinas del

espacio periplasmico o de la membrana citoplasmatica bacteriana podrian ser el blanco de
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la mutacion por Mudl, conllevando la alteracion del antigeno O que se observa en todas las
mutantes obtenidas.

Las mutantes TYT1200, TYT1201 y TYT1211 mostraron una capacidad similar o
superior para resistir al pH 5 que la cepa parental. Quizas, esta capacidad para resistir al pH
acido dentro de las células U937, determina que superen el proceso de seleccion positiva o
que alcancen algin compartimento intracelular especial impermeable a la accién de Amp.
Este tipo de mutantes es interesante, podrian tener una virulencia aumentada. La mayoria
de los estudios realizados para la caracterizacién de los factores de virulencia bacterianos,
han buscado la pérdida de alguna funcién importante en las mutantes, lo que ocurre
frecuentemente cuando la mutacion ha sido pleiotropica o en genes denominados souse
keeping (aquellos esenciales para el metabolismo bacteriano). En cambio, una mutacion
que aumenta cierta capacidad de la bacteria, probablemente, estd eliminando algin
elemento que interfiere per se (por ejemplo, algin gen que debe ser reprimido) o esta
afectando a algin gen regulador, permitiendo la expresion constitutiva del factor requerido
para el proceso analizado. Asi por ejemplo, el locus mvid de la cepa S. fyphimurium
WB600 ha sido caracterizado como un gen de avirulencia, este locus debe estar mutado para
que la bacteria sea virulenta en ratones Ity* (Benjamin y col., 1991).

El método de seleccion positiva en presencia de Amp ha permitido previamente la
caracterizacion de un factor de virulencia de Listeria monocytogenes: 1a Listeriolisina, cuya
expresion es inducida frente a la temperatura y al estrés oxidativo (Camilli y col., 1989;

Sokolovic y Goebel, 1989 y Sokolovic y col., 1990). En esta Tesis 16 de las 31 mutantes
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MudJ seleccionadas (52%) responde a alguna de las tres condiciones de estrés utilizadas.
Estos resultados apoyan la hipdtesis planteada: los genes regulados por estrés en S. fyphi
cumplen un papel importante en el fenémeno de sobrevida dentro de los macréfagos U937.
Otro supuesto de la hipdtesis es que los elementos que participan en la sobrevida
intracelular de S. fphi son elementos de la superficie bacteriana. Cuando se infectan
ratones con S. £yphi resuspendida en mucina se logra que la bacteria sobreviva dentro de los
macrofagos peritoneales murinos; por el contrario, infectando en ausencia de mucina, las
bacterias son totalmente eliminadas por el sistema fagocitico murino (Sein y col., 1993). La
mucina tiene un efecto protector de la superficie de la bacteria, confirmando la hip6tesis de
que la superficie es importante en el proceso de sobrevida intracelular atin en macrofagos de

otra especie no susceptible a esta bacteria.

También, en esta Tesis se ha encontrado una clara relacién entre la resistencia iz
vitro al pH 5 y la capacidad de S. fyphi Ty2 de sobrevivir dentro de las células U937.
Estos resultados sugieren que un mecanismo importante por el cual la bacteria sobrevive
intracelularmente es respondiendo y regulando su expresion génica frente al pH 4cido,
de tal manera, que sobrelleva ésta y las otras condiciones de estrés producidas por los

macrofagos.



CONCLUSIONES

La expresion de genes afectada por la temperatura en S. fyphi Ty2 es importante para
enfrentar la condicion de pH 5.

S. typhi Ty2 posee actividades fosfatasas distintas de PhoN que funcionan a pH 4cido
y que interfieren con el andlisis de la regulacion frente al pH 5.

La actividad de fosfatasa alcalina expresada por el transposén Tnphod mejora la
capacidad de sobrevivir dentro de las células U937 de S. typhi Ty2.

La pérdida de la actividad de fosfatasa alcalina en las mutantes S. #yphi Ty2 TnphoA
A38, A18 y A52 ocasiona la disminucién en la capacidad de sobrevivir dentro de las
células U937 y la disminucién en la resistencia al pH 5.

En la interaccion S. typhi Ty2 macréfago U937 participan proteinas que dan reaccion
cruzada con anticuerpos anti fosfatasa alcalina de E. coli y se detecta la induccién de
una actividad de fosfatasa funcional a pH 5.

La actividad de fosfatasa 4cida de S. fyphi Ty2 es importante para los fenémenos de
sobrevida dentro de las células U937 y resistencia al pH 5, como lo demuestra los

resultados obtenidos con la mutante TYT1231 obtenida en esta Tesis.
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La expresién del gen mutado en la cepa S. fyphi Ty2 TYT1231 es inducida a pH 5.
Confirmando que el estrés es una sefial importante para la expresion de proteinas que
participan en la sobrevida de S. fyphi Ty2 dentro de macrdfagos U937.

El regulador transcripcional PhoP de S. fyphimurium es homologo al de S. fyphi y en
S. typhi Ty2 funciona en la regulacion de la actividad de fosfatasa a pH7.

El regulador transcripcional PhoP en S. #yphi Ty2 participa en la induccién de la
expresién de un gen inducido frente al estrés oxidativo del peréxido de hidrégeno y
también es importante para la resistencia al pH 5 y para la sobrevida dentro de las
células U937.

La resistencia al pH 5 por parte de S. fyphi Ty2 es un fenémeno que depende de la
fase de crecimiento de la bacteria y puede ser uno de los factores detectados
importantes para evitar la accién litica del macréfago.

El antigeno O del LPS es importante para el fenémeno de sobrevida dentro de las
células U937 como lo demuestra la seleccion de mutantes S, typhi Ty2 MudJ desde el
interior de las células U937 en presencia de ampicilina, donde todas las mutantes
seleccionadas resultaron semisensibles al fago Ffm.

El 60% de las mutantes S. #yphi Ty2 MudJ tienen reducida la capacidad de resistir al
PH 5, y la transcripcién del gen mutagenizado en el 50% de éstas exhibié regulacion

frente a las condiciones de estrés empleadas en este estudio.
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