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RESUMEN

Scr/mo#e//cz 4{p/zj. es  un pat6geno  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 ham sido dificiles ya que no existe un modelo animal

para su estudio, raz6n que ha complicado el  desarrollo de una vacuna eficaz contra el

microorganismo.     Esta  bacteria  ha  sido  clasificada  como  un  pat6geno  intracelular

facultativo.    Esta  caracteristica  define  a  un  grupo  de  bacterias  con  la  propiedad  de

sobrevivir y de proliferar en el interior de celulas eucari6ticas.  S. fyp/27. sobrevive dentro

de los macrdfagos humanos, para lo  cual  debe  poseer mecanismos fisiol6gicos  que  le

pemitan resistir el "ataque" de los macrdfagos.   La hip6tesis planteada en esta Tesis es

que S. /}pfer. 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. fyp/2J. y su expresi6n estaria regulada por las condiciones ambientales

que  enfrenta la bacteria en  el  macr6fago.   Estos  factores  pueden  ser considerados  de

`ivirulencia" ya que permiten la sobrevivencia de la bacteria dentro de los macr6fagos,

una de las etapas esenciales para el desarrollo de la fiebre tifoidea.
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La estrategia experimental  consisti6 en la obtenci6n de mutantes  de S.  fypfe;. por

inserci6n  de  los  transposones  Tny/2o4  y  MudJ.    MudJ  se  fnserta  al  azar  en  todo  el

genoma  bacteriano,   permitiendo   la   obtenci6n   de   mutantes   en   cualquier   gen   del

microorganismo  al  igual  que  Tnyfeo4   el  cual  ademds  permite  detectar  mutaciones

especificamente  en  proteinas  bacterianas  extracitoplasmaticas.     Ambos  transposones

poseen  genes  indicadores  de  c6mo  ocurre  la  transcripci6n  del  gen  afectado,  lo  que

permite  estudiar  la  regulaci6n  del  gen  mutagenizado  frente  a  diversas  condiciones

ambientales.    Las  mutantes  Tny/zo4  de  S.  fypfef.  permitieron  proponer  y  analizar  la

participaci6n de una actividad de fosfatasa bacteriana en el proceso de sobrevida dentro

de las c6lulas histiociticas humanas U937.   Por otra parte, la selecci6n de mutantes S.

O{pfej  MudJ desde el interior de las c6lulas U937 en presencia de ampicilina, sugiri6 rna

participaci6n  importante  del  lipopolisacarido  en  este  proceso.     Debido  a  la  crucial

participaci6n   del   regulador   transcripcional   Phop   en   la   respuesta   de   Scz/mo#e//cz

fypfez."z".cf" dentro de macr6fagos murinos, se estudi6 la presencia y funcionalidad de

p/zap en S.  fypfeJ' Ty2  llevando  la mutaci6n  desde S.  fyf7/zJ."z/rz.z/in  a S.  fyp/2J. mediante

transducci6n  y  recombinaci6n  hom6loga.  La  mutante p/2oP  de S.  fyp/z;  Ty2  obtenida

permiti6  determinar  que  este  regulador  tambien  cumple  funciones  importantes  en  la

resistencia de S.  fypfeJ. al macrdfago U937.   En los tres tipos de mutantes empleados en

este estudio se detect6 rna relaci6n entre la capacidad para resistir el pH 5 y la capacidad

de sobrevivir intracelularmente, lo que pemiti6  sugerir que un mecanismo  importante



por el cual S.  /)p/zj   sobrevive dentro del macrdfago humano  es mediante la respuesta

contra el pH acido que encuentra dentro de los fagosomas.
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ABSTRACT

Scr/mo#e//cz fypfe;. 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.   Scr/mo#e//cz   fypfer.   has   been   classified   as   a   facultative

intracellular parasite because of its capacity to survive 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.   O!p/3J.  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. fypAj. Ty2 by insertion of

the   Tny/zo4    and   MudJ   transposons.    Tny/?oL4    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

cany 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.

fyp/cj   to   survive   within   human   histiocytic   cells   U937   was   deduced   from   the
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characterization of the  Tap/zed  mutants.    The  isolation  of MudJ  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.  fypfez."urz.zf" against murine macrophages, a Phop mutant of

S. fypfej. was obtalned by transduction and homologous recombination and characterized.

The S. fyp*;.p/2oP mutant was unable to resist pH 5 and to survive in the U937 cells. The

three types of mutants obtained in thf s 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. 4{p/?J. within human macrophages is its

response against the acid pH.
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INTRODUCCI0N

Sc7/"o#e//a /)!p/zz. es una enterobacteria Gram negativa pat6gena exclusiva para el

ser humano, agente etiol6gico de la flebre tifoidea.   Esta enfermedad es un problema de

salud pdblica en Chile y en otros paises en vias de desarrollo.   Aunque los  indices de

mortalidad por fiebre tifoidea ham disminuido, gracias al uso de los antibi6ticos, la tasa

de  morbilidad  es  alta:  alrededor de  12,5  millones  de  casos  al  afro,  excluyendo  China

continental (Edelman y Levine  1986).   La erradicaci6n de esta enfermedad requiere de

rna vacuna eficaz, la cual adn no ha sido desarrollada.

S. 4{pfej. ingresa al organismo a trav6s del agua o comidas contaminadas.   Luego en

el  ileo  distal,  las  bacterias  se  adhieren  y  algunas  penetran  a  trav6s  de  las  c6lulas

epiteliales  pero  fundamental  y  muy    importante  es  la  entrada  a  trav6s  de  las  celulas

microfoliares o c6lulas M (Finlay y Falkow,1989 y Salyers y Whitt,1994).  Las bacterias

alcanzan la lamina propia y dentro de los macr6fagos incapaces de eliminarlas, ocurre la

proliferaci6n bacteriana intracelular.  Los macrdfagos cargados de bacterias son drenados

a los  n6dulos  linffticos  mesent6ricos  y  al  sistema  circulatorio.    Ocurren  bacteremias

secundarias  y  colonizaci6n  de  los  tejidos  linfoides  del  bazo,  higado  y  m5dula  6sea

(Chatfield y col.,  1992).   Algunos individuos quedan como portadores cr6nicos, cuando



el  bacilo  se  aloja  en  la  vesicula  biliar,  lo  que .provoca  la  eliminaci6n  peri6dica  y

abundante del bacilo en las heces (Salyers y Whitt,  1994).   La erradicaci6n de este tipo

de pat6genos requiere de la acci6n litica de celulas fagociticas activadas (Kagaya y col.,

1989).    La  activaci6n  de  los  macr6fagos  esta mediada por y-interferon  secretado  por

linfocitos  T  de  ayuda  (tipo  1)  y  c6lulas  NK  y  por  el    factor  de  necrosis  tunoral  P

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 celulas presentadoras,

asociados  a   las  moleculas  del   complejo  mayor  de   histocompatfbilidad   de   c]ase  11

(Janeway y Travers,  1994).   S.  fyp/zJ. sobrevjve dentro de los macrdfagos,  afectando  la

funcj6n presentadora,  limitando su fapida erradicaci6n e impidiendo el  desarrollo de la

respuesta immune celular especiflca.

Debido a su capacidad de sobrevivir jntracelularmente en los macrdfagos humanos

S. ozpfez. ha sido clasificada como un pat6geno I.ntracelular facultativo (Groisman y Safer,

1990  y  Chatfield  y  col.,  1992).    Existen  otras  bacterias  que  tambien  son  capaces  de

parasitar al macrdfago, por ejemplo:  A/rycobac`/cr;.zf#z /#bcrczf/tjb`j.b' (Arsmtrong y D'Arcy

Hzrrt> 1971), Mycobacterium  leprae  (F[ehol y F`a;stoof,  19&]), Legionella pneumophila

(Horwifa,  1983), Ehrlichia  ristici  (Wells y Ftikihisa.,  1988) y  Salmonella  typhimurium

(Buchmeier   y   Heffron,    1991).       Todas   estas   especies   inhiben   la   formaci6n   del

fagolisosoma (Ia fusion que ocurre entre los fagosomas y los lisosomas), y por ]o tanto

escapan al contacto con los componentes liticos del macr6fago.   Ademas, otras especies
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como Listeria monoeylogenes y Shigella foexneri esca.pa:n de los fa.gosomas y ahoa.nran el

citoplasma  de  los  macr6fagos  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,  A//Jcobcrcferj#"  /eprzefflzfrja/"  es  la  dnjca  bacteria  descrita  capaz  de

sobrevivir a la acci6n destructiva de  los  componentes  fagoljsosomales  (D'Arcy Hart y

col.,  1972).

Los  mecanismos  moleculares  por  los  cuales  estas  bacterias  logran  sobrevivir  y

resistir la acci6n litica de los macr6fagos ann es fan siendo ampliamente estudiados. Pero

al  parecer,  los  componentes  bacterianos  presentes  en  la  superficie  cumplen  un  papel

importante en este fen6meno. Asi, en el caso de MycobcJc/err.z/in /zf6crc#/a.`'f.LT se inhibe la

fusion   del   fagosoma   con   los   lisosomas   a  traves   de   elementos   con   propiedades

antifusionantes  como  los  sulfatidos  (glicolfpidos  de  trehalosa)  y  el  amonio  que  es

secretado  (Gordon  y  col.,   1980  y  D'Arcy  Hart  y  col.,   1987).     Los  sulfatidos  estin

ubicados en la superficie bacteriana (Goren y col.,  1976).   Tambj5n, componentes de la

superficie de A4/;cobcrcterf.zfm /eprcre participarian en la inhibici6n de la fusion entre los

fagosomas   y   los   lisosomas   (Frehel   y   Rastogi,   1987).       Por   otra   parte,   J,isfcrr.cz

"o#oc);/oge#es  y  Sfe7.ge//cr  /7e];#erj   secretan   rna   proteina   que   forma  poros   en   la

membrana  del   fagosoma  provocando   su  destmcci6n.      La  listeriolisina,   que  es   la

hemolisina producida por I,is/erJ.cz "o#ocj;¢oge#es,  participa  en  este  proceso  y  es  rna

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

bacterias,  inducen     la  reorganizaci6n  de  la  actina  en  estructuras  muy  particulares
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(similares  a colas  de  cometa)  a trav6s  de  las  cuales  se  desplazan para   infectar a las

celulas vecinas (Portnoy y col.,  1992).   El proceso de reorganizaci6n y ensamblaje del

citoesqueleto   celular   del   macrdfago   es   fundamental   para   la   virulencia   de   I,.

7"o#oey¢oge#es y de S. J7ex#erj. y participan proteinas de la superficie bacteriana (Lett y

col.,1989 y Kocks y col.,1992).

Como  modelo  para  estudiar  la  patogenicidad   de  Sc]/7#o72e//cz  se  ha   utilizado

Scz/"o#e//a  fypfe;.fflzfrj.zfm  que  produce  en  el  rat6n  una  enfermedad  similar  a  la  fiebre

tifoidea del ser humano.   Esta bacteria es capaz de inhibir la fusion entre el fagosoma y

log lisosomas de los macr6fagos murinos (Buchmeier y Heffron,1991).   En este proceso

inhibitorio se requiere de bacterias vivas, no hay participaci6n del antigeno 0 del LPS y

la bacteria  modifica  la expresi6n  de  ciertos  genes  (Buchmeier y  Heffron,  1991).    La

modificaci6n de la expresi6n g6nica de S.  /jpA;."wr/.zfm es regulada cuando se encuentra

dentro   del   macrdfago   murino   por   el   sistema   denominado   de   "dos   componentes"

PhopffhoQ (Miller y Mekalanos,  1990).   La regulaci6n g6nica a traves de PhopffhoQ

habilita a la bacteria para resistir al pH acido y tambien a las defensinas (Miller,  1991 y

Fields y col.,  1989).  Estas dltimas son p6ptjdos cati6nicos presentes en los neutr6filos y

en las  c6lulas  de Paneth  del  epitelio  intestinal  (Miller y  col.,  1990  y Belden y  Miller,

1994).    Tambi6n,  las  c6lulas  del  epitelio  intestinal  y macr6fagos  de varios  mamiferos

producen   p6ptidos    cati6nicos   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  extema  detectada:  la  presencia  de  las  defensinas  o  el  pH  acido,

fosforilando   a  Phop   (Figura   1).      Luego   Phop   fosforilado   actha   como   activador

transcripcional de genes especificos ®czg) y como represor trans`cripcional de otros genes

@rg) (Groisman y col.,1989).   Se ha propuesto que uno de los efectos de esta respuesta

regulatoria, sen'a retardar la acidificaci6n de los fagosomas,  fen6meno que se observa en

los macrdfagos murinos infectados con S. /)pAr.mzfrj.#" (Alpuche-Aranda y col.  1992).

El producto del gen pcrgc ha sido caracterizado como una proteina de membrana

extema esencial para la sobrevivencia de S.  fyp/2J."z(rJ.zf"  en el  interior del  macr6fago

murino q'ulkkinen y Miller,1991).  La transcripci6n de pczgc es aunentada 77 veces en

el interior del macr6fago murino y 17 veces frente al pH acido f.# vztro (Alpuche-Aranda

y   col.   1992).   Pagc   posee   homologia   con   otras   proteinas   de   membrana   extema

previamente  caracterizadas:  con Ail,  proteina  obtenida  de  ycrsj.#f.cz  c#/croco/;.„.ccr;  con

Lorn expresada en Esc/3erj.c/z;.cz co//. lis6genas del fago ^ y con Ompx de JJ#/erobczc/er

c/ocrccle  (Pulkkinen  y  Miller,   1991).    La  homologia  de  Pagc  con  estas  proteinas  se

encontraria en la region que se inserta en la membrana extema.  Adn se desconoce c6mo

la presencia de Pagc en la superficie bacteriana logra el efecto protector.

Otro   gen   cuya   transcripci6n   es   inducida   por   el   sistema   PhopAhoQ   de   S.

/j{pfe;.mzfrj.z{m es pAav Gigural ), el cual codifica para una fosfatasa acida inespecifica de

tipo I (26 Kda) que se ubica en el espacio periplasmico de la bacteria (Kier y col., 1979 y

Mller y col.,  1989).    Tambi6n,  el producto  del  gen p/zoL4  de E.  co/z.  codifica para rna
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Figura 1:         Esquema  del  sistema  de  dos  componentes  PhopAIhoQ  en  Scz/"o#c//cz

op/zJ./7?#rj.z/".   La proteina PhoQ ubicada en  la membrana citoplasmatica

rna vez que ha detectado condiciones ambientales tales como pH acido y

presencia de  defensinas,  presentes  en  los  fagosomas  de  los  macrdfagos,

actda 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 transcripci6n es reprimida y pczg cuya transcripci6n es inducida.

Ademas  Phop  induce  la  expresi6n  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  periplasmico  y  cuya  expresi6n  es

inducida en carencia de ciertos nutrientes  (Kasahara y col.,  199]).    Sin  embargo,  en S.

4pfej.mz".zfm no existe el gen pfeo4  pero la proteina PhoN reemplaza funcionalmente a

PhoA ya que su expresi6n tambi6n es inducida en hambruna de carbono y fosforo (Kier,

y col.,1979).   Igualmente, en E.  co/j no existe el genpfeojv,  pero PhoA da cuenta de la

actividad fosfatasa detectable a pH acido (Kasahara y col.,1991).  Ademds, de PhoN en S.

fyp/!J."zfrj#"   existe  otra  actividad  de  fosfatasa  acida  inespecifica   (tipo   11)   menos

estudiada,  que podria tener un papel  en la virulencia de  la bacteria y  que tambi6n  es

regulada  por  el  sistema  PhopAhoQ  (Galin  y  Curtiss,   1989).     En  S.   fypfej.  no  se  ha

estudiado la presencia y regulaci6n, como tampoco  la funci6n de  la(s) actividad(es) de

fosfotasa(s).

Existen  otras  proteinas  expuestas  al  medio  extemo  que  son  importantes  para  la

virulencia de S.  a+p/2j."z{rjzfm.  Estas son:  una proteina de membrana extema (59 K) que

participa en la protecci6n en contra del  estamdo respiratorio  dentro  de los neutrdfilos

(Stinavage y col.,1990) y una proteina cuya secreci6n se induce a 50°C ;.# 1;j/ro y que es

responsabledelaadherenciadelabacteriaalmucusintestinal(EnsgraberyLoos,1992).

Tambi6n,  una  cepa  de  So/mo#e//¢  c7edy  que  sobrevive  dentro  de  macr6fagos

peritoneales murinos, se diferencia de otra cepa incapaz de sobrevivir, en una proteina de

membrana extema de 41K (Budiarti y col.,1991).

Para resistir en el interior del macr6fago murino, S. fyp/zr.mzfr/.zf7# expresa alrededor

de  30  nuevas  proteinas,  las  cuales  han  sido  denominadas MPs  (mcrcrapfecrge  j.#d#ccc7
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pro/ej.#S).  Algunas de 6stas corresponden a prote{nas que se inducen por estr6s t6rmico y

otras por el sistema PhopphoQ (Buchmeier y Heffron,  1990).   En otras condiciones de

estr6s  ;.#  vj.fro,  como  son  pH  acido,  alta  temperatura  (42°C)  y  presencia  de  agentes

oxidantes, se induce la expresi6n de otras proteinas, algunas especificas para cada estres

y otras comunes para todos ellos, tales como GroEL y GroES (Foster,1991; Christman y

col.,  1985  y  Farr  y  Kogoma,  1991).    Estas  dltimas,  son  proteinas  de  esties  t5rmico

altamente     conservadas     entre     las     especies    bacterianas    y    tambf 6n     antigenos

inmunodominantes para los mamiferos (Murray y Young,1992 y Young y EIljott,1989).

La  expresi6n  de  proteinas  de  estres  en  yers;.#f.a  c#/croctj/j./f.ca  dentro  de  macr6fagos

murinos tanbien ha sido detectada.  La mayon'a de estas proteinas se inducen tambi6n j.#

iJj./ro frente a estr6s oxidativo o 42°C (Yamamoto y col., 1994).

S. fyp/3J."#rjafm es atacada por especies reactivas del oxigeno air antes de alcanzar

estrecho  contacto  con  el  macrdfago  y  esto  ocasi.ona  la  modificaci6n  de  la  expresf6n

95nica (Francis y Gallagher,  1993); sin embargo,  no se ha detectado la participaci6n del

sistema PhopffhoQ en esta respuesta regulatoria.

Ademds del esties oxidativo (Hasset y Cohen,  1989) la capacidad bactericida del

macrdfago se debe fundamentalmente a:  p6ptidos cati6nicos similares a ]as defensinas

(Leher y col.,  1991  y Belden y Miller,  1994); enzimas liticas y el pH acido que es capaz

de generar (Bortolussi  y col.,1987 y  Ohkuma y Poole,1978).    El  macrdfago  produce

compuestos reactivos derivados de oxigeno que operan durante la interaccidn bacteria-

macr6fago  (Francis  y  Gallagher,   1993  y  Hasset  y  Cohen,   1989),  estos  son:   ani6n
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super6xido, ion hidr6xilo y perdxido de hidr6geno.  Este dltimo, es considerado el agente

mds importante ya que puede alcanzar una concentraci6n milimolar (Christman y col.,

1985) y difundir sin descomponerse (Hasset y Cohen,1989).

Atin  se  desconoce  cual  es  el  mecanismo  de  resistencia  a  la  acci6n  litica  del

macr6fago  humano  que  posee  S.  fyp/z;.    Es  razonable  pensar  que  al  igual  que  otros

pat6genos   facultativos   intracelulares,   S.    fypfej   deberia   utilizar   alguno(s)   de   los

mecanismos  que  permiten   sobrevivir  dentro   del   macr6fago.      El   dnico   hospedero

susceptible de la S. fyp/2j. es el ser humano (Chatfield y col.,  1992), lo cual ha dificultado

el  estudio  de  la patogenicidad del  bacilo,  la determinaci6n  precisa de  los  factores  de

vimlencia y el desarrollo de una vacuna eficaz.   Por otra parte, el modelo de laboratorio

rat6n-S.  fypfe/."zfrJ.zfm 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. fyp/2j."z{rj.z{m en el rat6n a S. fyp/7J.

para el ser humano (Hone y col., 1988).

La  estrategia  utilizada  para  la  caracterizaci6n  de  los  factores  de  virulencia  de

agentes  pat6genos  para  el  hombre,  ha  sido  mediante  la  obtenci6n  de  mutantes  (por

inserci6n de transposones en su genoma) que alteran la virulencia (Kehoe y col.,  1981  y

Fields y col.,1986).   Mediante inserciones del transpos6n Tnl0 se obtuvieron mutantes

de S.  fypfej"zfr/.zfm incapaces de sobrevivir intracelularmente dentro  de los macr6fagos

murinos  y  que  ademas  fueron  avirulentas  para  el  rat6n  (Fields  y  col.,   1986).     La

caracterizaci6n molecular de las mutantes obtenidas pemiti6 posteriomente el hallazgo
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de 16 loci (J.mLTJ  propios de S. /j{p/2/."z/rf.I/" y nunca antes descritos,  la mayoria de cuales

mapea  entre  los  minutos  75  y  76  del  cromosoma de S.  /)p/zjmzfrf.z{"  (Baunler y  col.,

1994).

La obtenci6n de mutantes de S.  /)pfeJ. incapaces de sobrevivir en el intracelular del

macrdfago  humano,  presentaria  varias   ventajas,   como   la  caracterjzaci6n   de  genes

determinantes de virulencia y el entendimiento de una etapa jmportante en el mecanismo

molecular  de  patogenicidad  emp]eado  por  S.   fyp/2/..      Ademas,   mutantes   con   estas

caracteristicas,  pero  que  no  pierdan  su  capacjdad  de  entrar  a  los  macrdfagos  podrian

constituir una vacuna antitifica ideal.   Desde el macrdfago, una bacteria limitada en su

patogenicidad o viabilidad, podr'a lograr inducjr respuesta inmune celular indispensable

para combatir infecciones de pardsitos 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  pat6genos

tales como: virus, bacterias hongos y protozoos (Miller y col.,  1989 y Chat field y col.,

1992).

Los hallazgos recientes indican que a trav6s 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  dtil  la  mutagenesis  con  el  transpos6n  Tny/zoL4,  ya  que  permite  detectar

especificamente proteinas que son exportadas a la superficie bacteriana.   Tny/zoL4  es un

transpos6n derivado de Tn5, en el  cual  el  gen pAOL4  (fosfatasa alcalina de Escherj.chf.cz
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co/i.)  reemplaza  parte  de  la  secuencia  de  insercidn  izquierda  IS50L  (Figura  2).    La

inserci6n  de  este  transpos6n  en  la  orientaci6n  correcta  y  en  el  marco  de  lectura

apropiado, genera fusiones de genes entre el gen interrrmpido y el gen de la fosfatasa

alcalina aportado  por el transpos6n  (Manoil  y Beckwith,  1985).    La enzima  fosfatasa

alcalina  solo  es  activa  cuando  esfa  expuesta    en  la  superficie  bacteriana  (membrana

citoplasmatica, membrana extema y proteinas  secretadas  al  espacio  periplasmico  o  al

exterior)    ya  que  requiere  de  la  formaci6n  de  enlaces  disulfuro  intracatenarios  que

pueden adquirirse espontineamente 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  facilmente  mutantes  en  genes  de  proteinas  expuestas

(Miller y col.,  1989).   Las mutaciones generadas por inserci6n del TnyAo4 son estables,

con  bajas  frecuencias  de  excisi6n  (10-8  en  DNA  cromosomal)  debido  a  que  este

transpos6n posee un sistema de transposici6n limitado y estrictamente regulado (Egner y

Berg,1981).

Por otra parte, la mutagenesis con el mini-transpos6n 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 transcripci6n que sufren los genes

mutagenizados  (Casadaban  y  Cohen,   1979).     Estas  mutaciones  tambi6n  tienen  alta

estabilidad  ya  que  este  mini-transpos6n  carece  de  las  transposasas.    Asi,  se  pueden

obtener  mutantes  en  genes  reguladores  y  tambi6n  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.                   bfaa4

Fragrento X

Gen de resistencia
a kanalnicina

Transndp cidn y tradnc ci6n

ThoA

REO  'X

Hoteina de fusion

Figura 2:      Esquema del transpos6n TnyAOL4  insertado en un gen X   Este transpos6n,

que  deriva  del  transpos6n  Tn5,  codifica  para  resistencia  a  kanamicina y

tiene reemplazada la secuencia IL50 de Tn5 por el gen p/?oA. Este gen, de

E^TCAcr;.c/3j.cr  co/j.,   codifica  para  rna  fosfatasa  alcalina.     Si  el  transpos6n

queda  insertado  en  la  orientaci6n  y  en  el  marco  de  lectura  correctos,  se

formafan  proteinas  de fusi6n  entre  el  fragmento  del  gen  X y  la  proteina

PhoA.    La  expresi6n  de  la  proteina  de  fusion  queda  en  funci6n  de  la

transcripci6n  del  gen  X.     Luego  sera  posible  detectar  la  actividad  de

fosfatasa alcalina solo cuando la proteina de fusion atraviese la membrana

citoplasmatica y quede expuesta al ambiente extemo de la bacteria.
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OperdnLactosa

X`      tr|i          Jacz                  hacp         had          Ken   `X

Trams Grip ci6n y traduccidn

Fragment a                  I] acz                   I acY                   I. acA
Hoteina X

Figura 3:      Esquema  del  transpos6n  MudJ  insertado  en  un  gen  X.    Este  transpos6n

posee las secuencias de union de ribosomas del  operdn triptofano (trp),  lo

que permite que rna vez ocurrida la transcripci6n en funci6n del promotor

del  gen  X,  se  expresen  las  proteinas  del   oper6n  de  la  lactosa.     Este

transpos6n codifica para resistencja a kanamicina (Kan).
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detecte  con  la mutag6nes].s  mediante  Tnp/zo4  como  por  ejemplo:  LPS,  glicolipidos  o

capsula.

La  hip6tesis  planteada  en  esta  Tesis  es  que  S.  /}p/2j  expone  en  su  superficie

(definiendo   la   superficie   como:   membrana   citoplasmatica,   espacio   periplasmico,

membranaextemaymedioextemo)factoresdevirulenciaqueleotorganlacapacidadde

resistir  al  macrdfago  humano.     Los  factores  de  viru]encia  serian  esencjales  para  la

patogenicidad de S.  fyp/zJ. y  la expresi6n  de  6stos  estaria regulada  por  las  condiciones

ambientales que enfrenta la bacteria en el macrdfago.

En  esta Tesis  se  consideraran  condiciones  de  estr6s:  temperatura  42°C,  pH  5  y

presencia de per6xido de hjdr6geno en concentraci6n no leta].  Estas tres condiciones de

trabajo se encuentran ampliamente usadas en estudios con S.  a+p/2J.m#r7.zfm,  debido a su

relevancia en la interacci6n bacteria-macr6fago. Tambien, frente a estas tres condiciones

la  bacteria  induce  la  expresi6n  de  las  proteinas  de  esties  t6rmico,   lo  que  permite

clasificar  a  rna  determinada  condicj6n  ambiental  como  condici6n  estresante  para  el

microorganismo (Foster,1991 ; Christman y col.,1985 y Farr y Kogoma,1991).

Los  objetivos  generales  son  identificar  factores  de  virulencja  de  S.   /}p/„  que

participen en la resistencia al macrdfago humano y caracterizar los genes respectivos y

ademasestudiarlosposiblesmecanismosdeescapedelaacci6nliticadelosmacrdfagos,

eynendhizaSalmonellatyphi.
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Los objetivos especificos son:

•     Generar mutantes de sa/mo#e//cr fyp/zJ. mediante inserci6n de los transposones

TnyA04 0 MudT.

•     Seleccionar   mutantes   que   sean   reguladas   por   condiciones   ambientales

estresantes, que imiten las del macrdfago, tales como: pH acido, presencia de

agentes oxidantes y temperatura (42°C).

•     Evaluar la capacidad de las mutantes seleccionadas de invadir y proliferar en

macrdfagos humanos.

•     Caracterizar  gen6tica  y  bioquimicamente  al  memos  una  de  las  mutantes

obtenidas.

•      Estudiar  el  mecanismo  de  evasi6n  a  la  acci6n  litica  de  los  macr6fagos

humanos que utiliza Scr/mo#c//cr fyp/3J..



MATERIALES Y METODOS

1.0.      CEPAS  BACTERIANAS,  FAGOS, PLASMIDI0S,  CELULAS  EUCARIO-

TICAS Y CONDICI0NES 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°/o Difco, Michigan, USA; extracto de levadura 0,5°/o y Nacl 0,5% de

Merck,  Chile  SA)  o  en  medio  s6lido:  agar-Luria  (caldo-Luria  conteniendo  1,5°/o  agar

Merck,  Chile  SA)  a  37°C,  algunos  cultivos  se  realizaron  en  otras  condiciones  y  se

explican  donde  corresponde.    Las  cepas  bacterianas  se  manipularon  segdn  protocolos

estandares.   En el laboratorio se dispone de in6culos de cada una de ellas congelados en

glicerol  al  200/o  a  -20°C.     La  linea  celular  histiocitica  humana  U937  (Sundstr6m  y

Nilsson,  1976)  donada generosamente por el  Dr.  Eugenio  Ramirez (Instituto  de  Salud

Phblica de Chile) fue mantenida en cultivo en una incubadora a 37°C,  10% de C02 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  100/o en suero fetal de bovino)

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

Lcepa, plasmidio o fago Descripci6n Fuent6_
S. typhimurlum

LT2 S. MaloyMST1
MSTl 148 LT2AI' lczcz : :Tn5 S. Maloy
MST868 Cepa rugosa S. Maloy

MST1063 A;.s::Mudl::MudJ S. Maloy
MST1105 galE S. Maloy
MST1106 MST1105/pCH2 Esta Tesjs
MST223 phop....Tnl0 S. MaloyCepaOMS
S. typhi

Cepa silvestreTy2
Ty2phoN pfeoIV::Tnl 0 (delta Tet) I. Contreras
Ty2phop p¢oP ::Tnl 0 (delta Tet) Esta Tesis
Ty2pCH2 Ty2/PCH2 C.Toro

MCO1 Ty2 Mudl Mudcts MudJ I. ContrerasS.MaloyS.MaloyS.Maloy
E. colt

SMlo::lp,-r+/EM233EM4I8

pRT733 ori6K /rcr -pj.r -
pCH2

Plasmidio

bla....phoApCH2
Fa8o

Lisa cepas rugosas S. MaloyFfm
Felix 0 Lisa cepas lisas F. Cabello

P22HTint Fago transductor S. Maloy

22
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(Delves,    1994).       Los   suplementos   y   antibi6ticos    fueron   agregados    segdn   los

requerimientos.

2.0. PROCEDIMIENTOS DE ADN RECOMBINANTE.

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

(Hoffman y  Wright,  1985)  desde  las  cepas  Ty2/pC112  y  EM418  se  utiliz6  la  tecnica

sugerida por Maloy (Maloy,1990).

2.2. Transformaciones: Las transfomaciones con ADNs p]asmidiales se realizaron por

electroporaci6n, segdn el protocolo descrito por Maloy (Maloy,1990).

3.0.      ELECTROFORESIS E INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE PRO-

TEfNAS.

3.1i Preparaci6n de extractos de proteinas periplfsmicas: Los extractos de proteinas

periplasmicas fueron preparados mediante shock osm6tico (Koshland y Botstein,  1980).

Brevemente,  1  ml del cultivo bacteriano con una densidad 6ptica de 0,2 (600 nm) fue

centrifugado  a  15.000  x  g  por 7  min  y  el  sedimento  fue  resuspendido  en  150  Ill  de
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tampon frio Tris 10 mM pH 7,5 que contenia un 20% de sacarosa.  Luego se afiadieron 5

Hl de EDTA 0,5 M pH 8 y se incub6 a 4°C durante 10 min.   Se centrifug6 nuevamente a

4°C.   El sobrenadante fue rapidamente descartado y el sedimento se resuspendi6 en  150

prl  de   H20  destilada fria.   La mezcla se  incub6  durante  10  min  en  hielo,  despues  se

centrifug6,  el  sobrenadante  fue  removido  y  guardado   como  extracto  de  proteinas

peripldsmicas  y  el  sedimento  fue  resuspendido  en  100  Hl  de  H20  y  guardado  como

extracto proteico bacteriano.

3.2.  Preparaci6n  de  proteinas  de  membrana  externa:  La  fracci6n  de  membrana

extema bacteriana fue obtehida segdn 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  prl  de  tamp6n  Tris-Hcl  10  mM  pH  8  y  fue

sonicado (Sonic & Materials, Vlbracell) en hielo 2 veces por 60 s con una pausa de 30 s

en la intensidad adecuada para tubos Eppendorfs (% cJrty cj;c/c 70 y "j.cro/jp /I."f./ 5).

Luego   se  centrifug6  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 prl de tampon Tris-Hcl  100 mM pH 8 que contenia SDS 2°/o y fue

calentado a 100°C durante 5 min.  Finalmente se agreg6 soluci6n desnaturante (Tris-Hcl

62,5 mM pH 6,8; glicerol  10 %; SDS 2°/o; b-mercaptoetanol  5°/o y azul de bromo fenol

0,02 %) y las muestras fueron guardadas a -20°C.
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3.3.    Electrofor6sis    de   proteinas    en    geles    de   poliacrilamida:    La    separaci6n

electrofoietica  de  proteinas  se  realiz6  de  acuerdo  al  m6todo  de  Laemmli  (Laemmli,

1970)  modificado   por  Lobos  y  Mora  (Lobos  y  Mora,   1991).      En   mini   geles   de

poliacrilamida-SDS verticales con una concentraci6n de poliacrilamida de  ]2,5% en el

gel separador y 7% en el  gel concentrador.   La separaci6n se realiz6 a un regimen de

corriente constante de 75 rnA.   Los geles fueron fijados durante  ]5 min en soluci6n de

fijaci6n (acido tricloroac6tico 10% y alcohol isopropilico 500/o), tefiidos durante 12 horas

en soluci6n de tinci6n (acido tricloroac6tico  loo/o;  alcohol  isopropilico 25% y azul  de

Coomasie 0,2%) y finalmente destefiidos en soluci6n de acido ac6tico al  10%.

3A.  Inmuro  western  blot..  Los  inmuno  western  blot  se  Tea.liz:alon  ba.s*ndose  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).    Despu6s  de

realizada  la  electrofoiesis  en  geles  de  poljacrilamida-SDS  como  se  describi6  en  la

secci6n anterior, se mont6 el sistema de transferencia y se transfirid a 200 rnA por rna

hora.  La nitrocelulosa fue posteriormente bloqueada incubandola en soluci.6n de tampon

fosfato  salino  (PBS:  Nacl    0,8%;  Kcl    0,02%;  Na2IIP04  x  2H20  0,13% y RE2P04

0,02%)  conteniendo  seroa]btimina  de  bovino  (BSA)  al   1%,  durante  la  noche  a  4°C.

Luego se incub6 con suero antifosfatasa alcalina disuelto  1:1000 en PBsresA  1% por 1

/
h.   Este antisuero fue obtenido en nuestro laborator].o en un  conejo inmunizado con  la

enzima  purificada  desde  Escherj.chj.a  co/J.  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 PBsresA.    Entre cada incubaci6n se

realizaron  3  lavados  con  agitaci6n suave  de  5  min  cada  uno,  con  PBSITween  (Sigma

Chem.  Co.) 0,05%.   Luego se procedi6 a revelar con el sustrato   sal de toluidina de 4-

bromo-5-cloro-indolil fosfato (0,16 mg/ml) y sal  de #/./rob/zfc /e/rczzo/z.z#7z  (0,33  mg/ml)

en 5 ml de tampon sustrato (Tris-Hcl 100 mM pH 9,5; Nac1 100 mM y Mgc12 50 mM)

incubando durante  10-20 min y luego  la reacci6n se detuvo  lavando  varias veces  con

H20.

4.0. OBTENCI0N DE MUTANTES DE S. fypftJ. Ty2.

4.I.  Mutantes  Tnyfend  de  S.  O!pfei.  Ty2:  Las  mutantes  Ty2  Tlp/zoi4  se  obtuvieron

mediante conjugaci6n entre la cepa dadora E.  co/j EM233 y la cepa receptora S.  fypA;.

Ty2pfeoIV (Figura 4),  segin  el  protocolo  descrito  por Miller  (1972).    Las  conjugantes

obtenidas fueron seleccionadas en placas de agar-Luria que contenian sal s6dica de 5-

bromo4-cloro-indolil fosfato (RT: sustrato de fosfatasa alcalina; 35 pug/ml), kanamicina

(Kan;  50  ug/ml) y tetraciclina (Tet;  25  ug/ml).    Para  detectar aquellas  mutantes  que

integraron el plasmidio conjugativo, se realiz6 una replica en agar-Luria con ampicilina

(Amp; 50 Hlrml) y todas las mutantes que resultaron Ampr fueron descartadas.
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Figura 4:      Esquema de la obtenci6n de las mutantes de s. /){p/?;. Ty2 Tny/2o4 mediante

conjugaci6n  entre  las  cepas  EM233  y S.  fyp/7;.  Ty2p/7oIV.    El  transpos6n

TnyAo4  se  encuentra  en  el  vector  suicida  pRT733  y  la  dnica  forma  de

obtener cepas de S.  4{pAj Ty2 con resistencia Kan y sensibjlidad a Amp es

mediante transposici6n de Trp/2Of al cromosoma' bacteriano.
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4.2. Mutantes MudJ de a. fyp/!J. Ty2: Las mutantes S. /}!p/2j. Ty2 MudJ fueron obtenidas

mediante   transducci6n   desde   la   cepa  S.   /j{p/2j.#2#r;.zow   MST1063   que   contiene   el

minitranspos6n MudJ.  Este transpos6n se encuentra insertado en el locus histidina junto

al transpos6n Mudl, el cual actha como fago ayudante (Figura 5).   La transducci6n se

realiz6   utilizando   el   fago   transductor   P22HTj#/   (Figura   5)   como   se   describi6

previamente  (Contreras y  col.,  1995) y  las  transductantes  fueron  seleccionadas  por su

resfstencia a Kan y sensibilidad a Amp.

4.3.  Mutante  de S.  fypfeJ. Ty2  fosfatasa  fcida  deficiente:  La  mutante  S.  fyp/zJ.  Ty2

deficiente en actividad de fosfatasa acida fue obtenida mutagenizando la cepa de S. fypfef.

Ty2 p/7av con el transpos6n MudJ usando un fago inducido en la cepa de S. fyp/zf. MCO I

(S.  O{f7A;. Ty2 Mudl, Mucts y MudJ) y rescatando las transductantes resistentes a Kan y

sensibles a Amp, segin lo describe Contreras y colaboradores (Contreras y col.,1994).

Se analiz6 un total de 5 x 107 mutantes Kanr mediante replicas en placas agar-Luria a pH

5 que contenian XP y fueron seleccionadas 6 posibles mutantes de las cuales una result6

totalmente blanca o XP-.
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Figura 5:      Esquema de la obtenci6n de las mutantes de S.  /){p/zj. Ty2 MudJ mediante

transducci6n  via  el  fago  P22HT;.#/  crecido  en  la  cepa  de S.  /}p/2j777zfr;.ztm

MST1063.    El  fago  P22HTJ.#/  empaca  el  DNA  que  contiene  MudJ  y  las

transposas  de Mudl.   A  traves  de  complementaci6n  en  cz.s  las transposas

producen la transposici6n de MudJ al cromosoma bacteriano.
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5.0. sELEccloN DE MUTANTEs DE s. fypfe!. Ty2.

5.1.  Selecci6n  de  mutantes  de  S.  fypfer.  Ty2  Tnyfend  afectadas  por  estr6s:  Para

determinar  si  los  genes  mutados  eran  afectados  por  estr6s  (Figura  6),  se  analiz6  el

cambio de coloraci6n dado por el indicador XP,  creciendo  las mutantes en agar-Luria

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

•            agar-Luria xp cultivadas a 42°C.

•            agar-Luria xp con per6xido de hidrdgeno 120 HM, cultivadas a 37°C.

•           agar-Luria xp preparado a pH 5 (triptona l%, extracto de levadura o,5%, Nacl

0,50/o,   agar 2% disueltos en tampon citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5) y

cultivadas a 37°C.

Todas  las mutantes  que presentaron modificaciones  en  la coloraci6n entre  estas

condiciones se analizaron en el ensayo de entrada y sobrevida en las c6lulas U937, segtin

se describe en la secci6n 8.6..

5.2. Selecci6n de mutantes de S. fyprfeJ. Ty2 MudJ desde el espacio intracelular de las

c6lulas   U937:   Esta   selecci6n   se   realiz6   utilizando   una   mezcla   de   las   mutantes

previamente    obtenidas,    modificando    el    procedimiento    descrito    por    Camim    y

colaboradores (Camilli y col., 1989).   Como se encuentra esquematizado en la Figura 7,

el grupo de mutantes de S.  fyp4j Ty2 MudJ obtenido fue mezclado y crecido hasta 0,2
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Figura 6:      Esquema  de  la  detecci6n  de  mutantes  afectadas  por  las  condiciones  de

esties.  La coloraci6n del sustrato XP para fosfatasa alcalina y Xgal para P-

galactosidasa  fue  comparada  entre  colonias  que  crecian  en  la  condici6n

estindar de cultivo y las condiciones de estres.
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I]ool de mutantes MudJ
crecieiido en fase logaritmica

Lavado a incubacidn de 18 h en
ampicihiia y gentandcina

Lavado y lisis de las c6lulas
eucari6ti[as

Plaqueo en agar-I.uria

Figura 7:      Esquema del ensayo de seleccj6n de mutantes de s. /}{pfe;. Ty2 MudJ desde

dentro  de  las celulas U937.    Las  celulas U937  fueron infectadas  con  una

mezcla  de  las  mutantes  y  sometidas  a  tratamiento  con  los  antibi6ticos

gentamicina   y   Amp.      De   esta   manera,   se   recuperan   s6lo   bacterias

intracelulares inmunes a la acci6n de Amp y con probables a]teraciones en

la capacidad de proliferar.
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@0 600nm) y usado para infectar la linea celular U937 en frascos de cu]tivo de 25 ml

que contenian  1  x  106  celulas  en 3  ml  de DMEM.    Se  coincub6  las  bacterias  con las

c6lulas  durante   lh  en  una  proporci6n  de   100  a  500  bacterias  por  c61ula,  1uego  se

centrifug6 en PBS a 200 x g durante  15 min para eliminar el exceso de bacterias y se

resuspendieron  las  c6lulas  en DREM que  contem'a cap  I  mg/ml  y gentamicina 500

Hg/ml.   Se mantuvieron las celulas en estas condiciones durante 20 h y luego se lisaron

las   c6lulas   con   desoxicolato   de   sodio   0,5%   en   PBS   para   liberar   las   bacterias

intracelulares sobrevjvientes.   A estas mutantes asi seleccionadas se les estudi6 diversas

caracten'sticas  fenotipicas.     Como  control  se  infectaron  celulas  U937  de  la  misma

manera  antes  explicada  con  ]a  cepa  silvestre  S.   O{p/!J.     Ty2  y  se  trat6  con  ambos

antibj6ticos y en ausencia de Amp.

6.0. MEDICI0NES DE ACTIVIDAD FOSFATASA.

6.1. Actividad de fosfatasa acida y fosfatasa alcalina:  Para medir las actividades  de

fosfatasadeloscultivosbacterianossemodific6elprotocolodescritoporEgawaycol.,

(1992)  adaptandolo  para  determinaciones  micrometricas  de  las  bacterias  completas.

Brevemente,  I  ml del cultivo bacteriano crecido hasta densidad 6ptica de 0,2 (600 nm)

fue centrifugado a 15.000 x g por 7 min.   El sedimento se resuspendi6 en soluci.6n sa]ina

(Nacl0,85%)ynuevamentesecentrifug6.Elsedimentofuefinalmenteresuspendidoen
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200 Hl de tanp6n para actividad fosfatasa acida (acido ac6tico/acetato de sodio 0,2 M

pH 5) o en tampon para actividad fosfatasa alcalina (Tris-Hcl  1 M pH 8).   Luego, 20 Hl

de esta suspension fueron alicuotados en rna placa de ELISA (Dynatech Laboratories,

Inc.).    La reacci6n  se  inici6  agregando  20  Hl  del  sustrato  p-N02-fenilfosfato  24  mM

preparado en el  tamp6n  acido  o  alcalino,  segdn  correspondiera.    La reacci6n  se  dej6

transcurrir durante 30 min y luego fue detenida adicionando 200 prl de rna soluci6n de

carbonato de sodio 0,2 M (para la actividad de fosfatasa acida) o 200 prl de una soluci6n

de fosfato monoacido de potasio  1  M (para   la actjvidad de fosfatasa alcalina).   Como

controles se us6 cultivos bacterianos mss el tampon respectivo pero sin el sustrato (para

medir la absorbancia dada por el  cultivo  bacteriano) y soluci6n  salina mas  el  sustrato

disuelto en los tampones respectivos (para medir la integridad del sustrato).   Todas las

determinaciones se rea]izaron por triplicado. La actividad de fosfatasa alcalina o acida se

encuentra  expresada  en  unidades  Miller  modificadas  segin  Behlau  y  Miller  (1993),

calculadas aplicando la formula siguiente:

Unidades Miller  =   A4o5

D06oo X v x t

En  donde  A4o5  representa  la  absorbancia  medida  a  405  nm  (p-N02  fenolato);

D06oo representa  la  densidad  6ptica  del  cultivo  medida  a  600  nm;  v  corresponde  al

volumen del cultivo en ml y t es el tiempo de reacci6n en minutos.



35

6.2. Medici6n de actividad de fosfatasa alcalina en cultivos expuestos al per6xido de

hidr6geno:  La  actividad  fosfatasa  alcalina  fue  medida  siguiendo  el  procedimiento

previamente  descrito  secci6n  6.1..    EI  H202  (Merck  Chile,  SA)  fue  adicionado  a  la

alicuota de 1 ml del cultivo bacteriano en rna concentraci6n final de 240 HM y 6sta fue

la determinaci6n considerada tiempo cero.   Se continu6 la I.ncubaci6n a 37°C y luego se

extrajeron dos muestras a tiempos 15 y 30 min para las deteminaciones de activjdad de

fosfatasa alcalina.   Una alfcuota del cultivo permaneci6 en las mismas condiciones pero

enausenciadeH202,todaslasdeterminacionesserealizaronportriplicado.

6.3.  Detecci6n  de  actividad  fosfatasa  fcida   en  J.   fypAJ.     Ty2   proveniente  del

intracelular de c6lulas U937:  Para detectar una actividad fosfatasa acida de S.  fypfej.

Ty2   que  s6lo  se  expresara  dentro  de  las  celulas  U937  se  disefi6  el   expen.mento

esquematizado en la Figura 8.  Frascos de cultivo que contenian I  x  106 c6lulas U937 en

3 ml de medio DMEM, fueron infectadas con  1  x  108 bacterias o con el mismo ntimero

debacteriasmuertasporcalor(incubadas20mina100°C),comocontrolquepermitiera

medir la actividad de fosfatasa acida propia de las celulas eucari6ticas.   Se coincubaron

durante 1 h, luego se centrifugaron a 200 x g por 15 min y se resuspendieron las celulas

en DREM que  contenia gentamicina (200  Hg/ml).    El  sobrenadante  que  contenia  las

bacterias extracelulares fue centrifugado a  15.000 x g durante 7 min,  ]uego  se lava el

sedimento en soluci6n salina y se resuspendi6 en el tampon para medir la actividad de

fosfatasa acida de las bacterias extracelulares, como se describi6 en la secci6n 6.1..  Las
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hcubacidn de I h
Sobrenadanle

C6]ulas ilrfe ctalas

Lavado e incubacidn de 18 h, Iuego
lavado y lisis de las c6lulas gut:arioticas

Figura 8:      E.squema de la medici6n de actividad de fosfatasas de bacterias en contacto

con las c6lulas U937.  Las bacterjas que estuvieron extracelulares durante I

h  fueron  rescatadas  y  usadas  para  la  medici6n  de  cfu  y  actividad  de

fosfatasa.  Las  celulas  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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celulas infectadas permanecieron con antibi6tico  durante 2  h y luego  se centrifugaron

para reemplazar el medio por DREM que contenia   gentamicina  loo prg/ml (3  ml por

frasco).     Los  frascos  de  cu]tivo  que  contenian  celulas  infectadas  fueron  incubadas

durante20hadicionales,despu6slascelulassecentrifugarona200xgdurante15miny

para recuperar las bacterias intracelulares, se procedi6 a lisar las c6lulas eucari6ticas con

desoxicolato de sodio 0,5% en PBS.   Las bacterias jntracelulares, asi  obtenidas,  fueron

fapidamentediluidasensoluci6nsaljnaycentrifugadasenEppendorfa15.000xgpor7

min.   El sedimento fue resuspendido en 200 Hl  de tampon para actividad de fosfatasa

fcida y  se  midi6  la  actividad  de  fosfatasa  para  las  bacterias  intracelulares,  como  se

explicaenlasecci6n6.1..Lasunidadesenestoscasosfueronexpresadasreemplazando

D06oo  por el  ntimero  de  bacterias  viables y  Sustrayendo  los  Valores  A4o5bacterias vivas  -

A4o5bacteriasmuertas.LasdeterminacionesSerealizaronportriplicadoyentresexperimen-

tos independientes.

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

INI)UCIDAS DENTR0 DE LAS CELULAS U937.

Utilizando   un   anticuerpo   antifosfatasa   alcalina   de   A`.   c'o#   (secci6n   3.4.)   se

detectaron protefnas que se indujeron en extractos preparados de S.  /}pAz. Ty2 (secci6n

3.1.)    que    estuvieron    durante    20    h    dentro    de    macrdfagos    U937,    medl.ante

irmunoelectrotransferencias.  Para esto fue necesario realizar I.nfecciones en gran escala.
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Se utilizaron cultivos de celulas crecidas en frascos de  100 ml  que contenian  » x  106

c6lulas  en  10  ml  de DREM y que  fueron  jnfectadas  con  1,4  x  109  bacterias  en  fase

logan'tmica de crecimiento (DO = 0,2 a 600 nm).   Luego de coincubar durante  I  h se

centrifug6 en tubos Corex a 200 x g por ]5 min y desde el sobrenadante se rescat6 las

bacterias  extrace]ulares  mediante  centrifugaci6n  a  15.000  x  g  durante  15  min.    Este

precipitadofueusadoparalaobtenci6ndelextractodeproteinas,segivnsedescribeenla

secci6n  3.1..    El  sedimento  de  celulas  fue  somet].do  al  tratam].ento  de  antibj6tico  y

procedimientodelavadosdescritosen]asecci6n8.6..Luegode]as20hdeincubaci6n,

las  celulas  U937  fueron  lisadas  en  1  ml  de  desoxicolato  de  sodio  al  0,5%  en  PBS  y

rapjdamente   diluidas   en   15   ml   de   soluci6n   salina   Oracl   0,85%).      Luego   por

centrifugaci6n a 15.000 x g durante  15 min en tubos Corex se obtuvo e] sedimento que

contenialasbacteriasrescatadasdesdeelinteriordelascelulasU937.Esteprecipitado

fueprocesadoparalaobtenci6ndelextractodeproteinassegdnsedescribeenlasecci6n

3.1..Elmismoprotocolofueseguidoperoutjljzandocelulassininfectarcomocontrol.

8.0.CARACTERIZActoNFENOTfpICAI)ELASMUTANTES.

8.1.Sensibilidadafagos:Seestudi6lasensibilidaddetodaslascepasalosfagosFfmy

Felixo.Parae]lo,100Lildecultivoenfaseestacionariasemezclaroncon3mldeagar

blando(1%triptonay0,8%agar)a60°CyseesparcieronsobreunaplacadePetrique
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contenia agar-Luria.   Una vez gelificado el cultivo, cuidadosamente se agregaron gotas

de fago de 10 prl en diluciones en factores desde 104 hasta 1012, luego de incubar durante

18  h a 37°C  se  procedi6 a contar las placas  de  lisis  producidas.   Para el  fago Ffm  se

definieron las cepas resistentes como aquellas donde no hubo formaci6n de placas de

lisis; cepas sensibles como aquellas cuyo titulo (ndmero de placas de lisis x  100 x factor

de diluci6n) fue equivalente al titulo obtenido con la cepa indicadora de S.  fyprfej.in"rj.zf"

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  semis6lido  NIO  (DIFCO,

Detroit Michigan, USA), que permite detectar moviljdad bacteriana, actividad omitina

descarboxilasa y producci6n de indol.  Luego de incubar durante  18 h a 37°C, se analiz6

la coloraci6n y opacidad del agar.

8.3. Auxotrofl'as:  La auxotrofia de  las  cepas  fue  analjzada realfzando  crecimiento  en

medio minimo E ya fuera s6lido o liquido y adicionando cisteina 0,3  mM y triptofano

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

8.4. Regulaci6n por estrds de las mutantes £. typ/!i. Ty2 MudJ seleccionadas desde el

interior de las c6Iulas U937: El analisis de la regulaci6n por esties de las mutantes S.
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Opfez.   Ty2 MudJ   seleccionadas se realiz6 en forma similar a lo descrito en la secci6n

5.1.   (Figura   6),   pero   sustituyendo   el   sustrato   }P   por   5-bromo   4-cloro-indolil-P-

galact6sido  (X-Gal)  sustrato  de  la enzima  B-galactosidasa  codificada  en  el  transpos6n

MudJ.

8.5. Determinaci6n de la resistencia al pH fcido:  Primero se determin6 el  indice de

resistencia  al  pH  5,0  de  la  cepa  silvestre  S.   fyp/?/.  Ty2  en  funci6n  de  la  fase  de

crecimiento.   Esta determinaci6n se realiz6 tomando alicuotas del cultivo de la cepa en

caldo-Luria, las que fueron diluidas en soluci6n salina hasta 105 y sembradas en gotas de

10  Hl  sobre placas de agar-Luria preparado  a pH 7 y en agar-Luria preparado  a pH 5

(segdn  se  explica  en  la  secci6n  5.1.).     Luego   de   incubar  las   placas   18  y  42   h,

respectivamente,  se  cont6  el  ndmero  de  unidades  formadoras  de  colonias  (ufc)  y  se

calcul6 el jndice de resistencia al pH 5 segdn la formula siguiente:

IndicedeResistenciaalpH5  =          ufcpH5_     x    100

ufc pH 7

Cada  valor  de  ufc  fue   calculado  promediando   al   memos   5   deteminaciones

independientes.   Para el resto de las cepas en que se determin6 este indice siempre se

tomaron las alicuotas desde cultivos en fase logaritmica de crecimiento (densidad 6ptica

de 0,2 a 600 nm).

8.6.  Ensayo  de  entrada  y  sobrevida  de  cepas  a.  fyprfeJ.  Ty2  en  c6Iulas  U937:  Este

ensayo  se realiz6  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 c6lulas por pocillo en  loo lil de medio DMEM, se agregaron

50  L[l  de  los  cultjvos  bacterianos  que  contenian  aproximadamente  5  x  106  bacterias

crecidas  hasta  densidad  6ptica  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  reali.z6  un  lavado  llevando  las  celulas  a  Eppendorfs  que  contenian  1  ml  de

soluci6n salina glucosada (GKN:  Nacl  8 g/I; Kcl  0,4 g/I;  Na2rm04 x 2H20  I,77  g/I;

Nall2P04 x H20 0,69 g/I;  glucosa 2  g/I) con gentamicina 200  Ltg/ml,  centrifugando  15

min a 200 x g.   Luego  las  c6lulas se resuspendieron  en  medio  de  cultivo  DREM que

contenia gentamicina 200 Hg/ml y se incubaron durante 2 h a 37°C, para la eliminar las

bacterias extracelulares.   Al finalizar esta incubaci6n se procedi6 a lavar nuevamente en

GKN sin antibi6tico.  Este ensayo se realiz6 en dos pocillos para cada determinaci6n, en

uno de los pocillos las celulas continuaron 20 h de incubaci6n resuspendidas en DREM

que   contenia   100   pug/ml   de   gentamicina   y   las   c6lulas   del   otro   pocillo   fueron

inmediatamente lisadas utilizando desoxicolato de sodio al 0,5% en PBS.   El lisado fue

diluido en soluci6n salina, plaqueado en agar-Luria y despu6s de  incubar  12 h se pudo

determinar el  ntimero  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 ]a

misma manera concluida la incubaci6n  de 20  h  y  el  ndmero  de  ufo  a t=20  permiti6

calcular el fndice de sobrevida.  Cada cepa fue analizada por triplicado y en cada ensayo

realizado siempre se incluyeron la cepa silvestre S.  fyp/# Ty2 y la cepa parental de las
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Figura 9:         Esquema del ensayo de entrada y sobrevida de cepas de s. /}p/z/. dentro de

las c6lulas U937.
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mutantes Tapfeo4.. Ty2pfeoIV.   Los datos obtenidos fueron analizados segdn las formulas

siguientes:

Indice de Entrada  =   (±±fc_t=O mutante /ufo mutantes agregaL±aal  x 100

(ufc t=O S. fypfrj. Ty2 / ufc Ty2 agregadas)

Indice de sobrevida  Intracelular   =   |±±fc t=20 / ufo t=O mutan_tLa    x     100

(ufc t=20 / ufo t=O Ty2)

9.0. TECNICAS DE GENETICA BACTERIANA.

9.1.  Obtenci6n  de  las  cepas  de  S.  fypfeJ.  Ty2pftop..  Las  cepas  S.  /)p/#  Ty2p/zap  y

A3 8p/zap fueron obtenidas mediante transducci6n via fago P22HTf.#/ y recombinaci6n

hom6loga (Figura 10) desde la cepa de S. 4+f7/zJ.mz/rJ."in MST223, generosamente donada

por Stanley Maloy, Department of Microbiology, University of Illinois.   Esta cepa posee

una  inserci6n   del   transpos6n   Tnl0   en   el   gen  p/.oP.      Las   transductantes   fueron

seleccionadas por su resistencia a Tet (10 pug/ml), posteriormente se analiz6 el  fenotipo

de  las  transductantes  obtenidas,  a  saber:  resistencia  al  pH  acido  (pH  5)  segin  se

describi6   en   la  secci6n   8.5.,   actividad   fosfatasa  acida  y   alcalina  (secci6n  6.I.)  y

sobrevida dentro de las celulas U937 (secci6n 8.6).
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9.2. P6rdida de resistencia a tetraciclina en mutantes S. fyp/!i. Ty2 Tnl0: La p6rdida

de la resistencia a tetraciclina se us6 para la selecci6n de la mutante S.  fyp/# Ty2 p/Cop

que   recuper6   el   fenotipo   Phop   por   recombinaci6n   hom6loga   a   traves   de   una

transducci6n via fago P22HT;.#/ obtenido en la cepa silvestre de S.  fyp/zj.mzfrf.ztm MST1.

Tambi6n, fue necesaria la obtenci6n de la mutante de S.  fypAf. Ty2 Tny/2oL4 A38 sensible

a tetraciclina previo a la transducci6n de la mutaci6np/Cop.   Para ello, cultivos en caldo-

Luria de la mutante A38  o del producto de la transducci6n de la mutante S.  fypfej. Ty2

pfeop fueron sembrados en placas de medio Maloy-Bochner (Maloy y Nunn,  1981) que

permiten detectar cepas que ham 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 obtenci6n de la mutante A38p/ZOP como se

describi6 en la secci6n 9.1 y la obtenci6n de la revertante Lsl.  /)pA7. Ty2 p/zof*.

9.3. Obtenci6n de mutantes de S.  fypfez. derivadas de Tn5: Desde tres mutantes de S.

/){pfej. Ty2 Tnyfeo4  fue necesario generar mutantes derivadas que perdieran la actividad

de  fosfatasa  alcalina.     Con  este  objetivo  se  transdujeron  las  mutantes  Tlp/2o4  via

P22HT;.#f, con un lisado obtenido de la cepa de S.  /){f?/zz.mztr;.zf" MSTl 148 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 transduccj6n se realjz6

como  recomienda  Maloy  (Maloy,   1990),  pero  diluyendo   105  en  soluci6n  salina  el
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producto de la transduccidn, 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 c6lulas U937 (seccf6n 8.6.) y su resistencia al pH acido (secci6n

8.5.).  En forma similar, y para ser utilizadas en experimentos controles,  se mutagenizd

la cepa S. fypfej. Ty2 con inserciones del transpos6n Tn5 llevado a trav6s de transducci6n

via fago P22HTj.#/ desde la cepa S. Opfej"ztrJ.z/in MST1148.  Las transposantes generadas

fueron seleccionadas en placas de agar-Luria que contenian Kan.





RESULTADOS

CAPITUL0 I:

Mutantes de S. fypftJ. Ty2 Tnyfeo4 participaci6n de una actividad de fosfatasa en la

sobrevida bacteriana dentro de las c6lulas U937.

1.1.  Obtenci6n  de  mutantes  de S.  fyp/IJ. Ty2  Tny/!nd:  Para obtener las  mutantes  de

iuserci6n del transpos6n Tny/zo4 en S.  fypAz. Ty2, la cepa A-.  co/J. EM233  fue conjugada

con S.  fypAz. Ty2 pfeoIV.   Esta cepa fue usada como receptora de la mutagenesis 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  insercidn  del  transpos6n  Tny/zoL4  y

seleccionar  las  mutantes  por  su  coloraci6n  celeste  o  azul  en  las  condiciones  antes

detalladas.    Del  total  de  56.631  conjugantes  Kanr,  fueron  seleccionadas  869  (1,50/o)

colonias  azules  o  celestes.    La  integraci6n  del  vector  suicida  se  detect6  analizando  la

resistencia a Amp,  de esta manera,  320  colonias Kanr,  Tetr y Amps fueron finalmente

aisladas.  Todas estas mutantes resultaron prot6trofas.

48
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1.2.  Selecci6n  de  mutantes  de J.  fypm Ty2  Tny/m4  reguladas  por  estres:  En  las

mutantesdeS.Op/2J.Ty2TnyAo4laexpresi6ndelaactividaddefosfatasaalcalinaPhoA

esindicadoradelaexpresi6ndelgenmutagenjzado.PorJotanto,esposibleana]jzaresta

expresidn bajo distfntas condiciones de crecimiento y de esta manera detectar aquellas

condicionesenquelaexpresi6ndelgenexperimentamodificaci6n.Laprimeracondic].6n

frentealacualseestudi6laregulaci6ndelasmutantesS.fyp/2j.Ty2TnyAo4fueelestres

termico.   Segdn se muestra en la Tabla 2, treinta y cuatro mutantes fueron consjderadas

como  afectadas por la temperaturay  de  acuerdo  a  la modificaci6n  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  crecfan

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

crecian celestes o blancas a 42°C).

Elperdxidodehidr6geno,120LLMenplacasdeagar-LuriaquecontenianXP,fue

empleado para seleccionar fusfones afectadas por rna condici6n oxidativa analoga a ]a

producjda por  el  macrdfago.    De  esta manera,  8  mutantes  fueron  consideradas  como

inducjdas,delascuales4resultarontambienreguladasporlatemperatura(Tabla2)y4

mutantesseencontraronreguladasexc]usivamenteporelH202.

DebidoaqueelpHacidoesunacondici6nfuertementeantimicrobianadentrode

losmacr6fagos,larespuestafrentealpH5detodaslasmutantesdeS.O{p/2z.Ty2Tapfeo4

(320) fue ensayada en placas agar-Lurja XP preparadas a pH 5.   En esta condici6n todas

las  cepas  incluso  la cepa nativa de S.  fypfeJ. Ty2  y la cepa parental  S.  fyp/„ Ty2p4ojv
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I                            Condici6n de estr6s
Cepas I  Temperatura I         H202 I         pH5,0
Ty2 - - -

TyzphoN - - -
A93 t - -
065 - t -
C67 t - -
C27 J t NC
A38 J t -
A82 J t -
A52 J - CP
C70 t -
A72 J NCCP
Al8 J

OAll J -

OA14 J -
264 - t
A69 J
A90 J
A15 J -

055 t
A48 + CP
A79 J
C29 J -
A36 t NC
C50 t CP
040 J
C4 t

t
C64 t
TC4 - NC
OC6 J - -
A44 - - NC
A23 J - -
C60 J - -
A88 -

t
CP

C72 t -
039 t
OA] J -
A65 J -
OA5 t - -
041 J

t
-

053 - -
C79 t CP
A53 J -

En  regulaci6n  frente  al  estr6s  t:  indica  aumento  en  la  intensidad  del  azul  con  respecto  a  la  condici6n
estindar de cultivo (agar-Luria pH 7 a 37°C). I: disminuci6n del azul en la condici6n de estres con respecto
a la condici6n estandar de cultivo. NC: no crece.  CP:  crece poco, -:  no responde en la condici6n de esties
analizada.  En el primer grupo de mutantes estin 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 c6lulas U937.
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generaron un intenso color azul.   Esto probablemente debido a actividad(es) de fosfatasa

acida air no  caracterizada(s) y distinta(s)  de PhoN.    Adn asi,  fue posible detectar  1 1

mutantes S. Opfaz. Ty2 Tapfeo4 que fueron incapaces de crecer o crecieron pobremente en

placas  de  agar-Luria a pH 5  (Tabla 2).    Ocho  de  estas  mutantes  resultaron  reguladas

tambi6n por la temperatura y la mutante C27 present6 regulaci6n por la temperatura y

ademas por la condici6n oxidativa (Tabla 2).

1.3. Entrada y sobrevida de mutantes de S. fyp/!;. Ty2 Tny/!oL4 y derivadas de Tn5 en

las c6lulas U937: El papel de los genes regulados por el estres en la interacci6n de cada

mutante con los macr6fagos, fue analizado a trav6s de la habilidad de las mutantes de S.

/){pAf.  Ty2  Tny/2o4  de  entrar y  sobrevivir  dentro  de  las  c6lulas  U937  (Tabla  3).    Los

indices de entrada y de sobrevida para la cepa parental receptora de la mutagenesis por

inserci6n  del  transpos6n Tny/zo4 S.  /}p/zJ. Ty2p/ZOIV,  fueron  similares a  los  observados

para la cepa nativa S.  O{p/2/. Ty2 (Tabla 3).   Sin embargo,  el  50%  (20  mutantes)  de las

mutantes evaluadas exhibieron una   mejor capacidad para sobrevivjr intracelularmente

(fndice de sobrevida 2 200) que la cepa nativa S. /){pA/. Ty2 (Tabla 3).  Para determinar si

la capacidad aumentada de sobrevivir dentro de las c6lulas U937 se debia a la actividad

de fosfatasa alcalina aportada por el transpos6n o exclusivamente a la mutaci6n causada

por la inserci6n del transpos6n Tny/zo4 3 mutantes Tny/zoL4 de S.  fyp/zJ. Ty2, elegidas al

azar, fueron mutagenizadas con Tn5 via fago P22HT7.#/.  Las mutantes Tn5 que perdieron

la  actividad  fosfatasa  alcalina,  drdsticamente  df sminuyeron  los  indices  de  sobrevida
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comparadas  con  las  mutantes  TnyAo4  parentales,  respectivas  (Figura  12  y  Tabla  4)

recuperando niveles similares a los de la cepa silvestre S. 4p/2J. Ty2.

Otra explicaci6n altemativa es que la presencia del transpos6n TaprfeoL4 le otorgue

rna ventaja en el crecimiento a la bacteria.   Esto fue evaluado mediante una curva de

crecimiento para las cepas S. O{pfej. 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.  O{f7frJ. Ty2 (Figura 12 y Tabla 4) es la que mss tarda en alcanzar la fase

logaritmica.   Contrariamente, la mutante A38Tn5 alcanza la fase logaritmica al mismo

tiempo  que  la  cepa  silvestre S.  opfej.  Ty2  (Figura  13)  indicando  que  la presencia  del

transpos6n Tn5 no es deleterea para la mutante A38.

Para  estudiar  mejor  el  posible  papel  de  una  actividad  de  fosfatasa  alcalina,

codificada  en  el  transpos6n  Tny/zo4  en  el  proceso  de  resistencia  de  las  mutantes  al

macr6fago,  se  obtuvo  una  cepa  de  S.   fyp/zJ.  Ty2   (Ty2pCH2)  transformada  con  el

plasmidio  de multicopias  pCH2  el  cual  codifica  para  el  gen p/zoL4  y  expresa  una  alta

actividad fosfatasa alcalina.   En esta cepa se comprob6, mediante inmuno wcs/cr# a/o/

de  extractos  obtenidos  a trav6s  de £Aock  osm6tico  de  ]a  cepa  Ty2  pCH2,  la  correcta

ubicaci6n  de  la  proteina  PhoA  (58  Kda)  en  el  contenido  del  espacio  peripldsmico

bacteriano (Figura 14, carril 3).   A pesar de que esta cepa expresa rna alta actividad de

fosfatasa alcalina (Figura  15A y Tabla 4), se observ6 una baja capacidad de sobrevivir

intracelulamente en las c6lulas U937 (Figura  158) y rna alta sensibilidad al pH acido
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I        cepas
Indice de Sensibilidad

MovhidadEntrada            S obrevida Fago Ffin
Ty2 100 100 R +

Ty2.phoN 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 +
A52 7 564 Semi-S +
C70 30 519 Semi-S +
A72 9 468 S -
A18 95 ± 10 (n-6) 439 ± 16 (n=6) Semi-S +

OAll 48 389 R +
OA14 10 ± I  (n=3) 361 ± 13 (n=3) R ND
264 8 ± 2 (n-6) 326 ± 21  (n=6) Semi-S +
A69 75 ± 9 (n-3) 311 ±  19 (n=3) Semi-S ND
A90 31 ± 4 (n-3) 248 ± 17 (n=3) Semi-S +
A15 28 247 Semi-S +
055 78 ± 7 (n-3) 231 ± 16 (n=3) R +
A48 94 220 R +
A79 34 206 Send-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 R +
C4 112 121 R ND

C64 32 ± 5 (n-3) 116 ± 8 (n=3) Semi-S +
TC4 43 ± 5 (n-3) 87 ± 9 (n-3) S +
OC6 17 ± 4 (n-3) 84 ± 9 (n=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 Send-S +
039 29 35 Semi-S +
OA1 18 ± 3 (n-3) 34 ± 6 (n=3) R +
A65 109 18 R +
OA5 6 17 Semi-S +
041 198 16 Senri-S ND
053 5 16 S +
C79 1 4 Semi-S +
A53 . 6 ± I (nat) 1 ± I (ned) Send-S +

En las  determinaciones  de la  sensibilidad  al  fago  Ffro se  us6  la  cepa  MST868  de S.  Ozf}A7."#rf.ilm  como
referencia,  segdn  se  explica  en  Materiales  y  M6todos.     R:   resistente  o  lisa  Semi-S:   semiresistente  o
semirugosa  y  S:  sensible  o  rugosa.    En  movilidad  +:  m6vil;  -:  inm6vil  y  ND:  no  determinado.Valores

promedio ± error estadistico; n: indica el ndmero de detenninaciones promediadas.   El resto corresponde al
promedio de dos ensayos con resultados similares.
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Figural2:      Indices  de  sobrevida  para  mutantes  de  S.   /)p/7J.  Ty2  Tny/2oi4   y  sus

respectivas  derivadas  Tn5.    Valores  promedio  ±  error  estadistico  de  al

memos tres determinaciones.



Tabla 4. Actividad fosfatasa alcalina en cepas de S. fyp/2J.  Ty2.

Indice de Sobrevida
Actividad de Fosfatasa Alcalina

Unidades Miller                     Porci
Ty2 100 54 ± 12 (n=3) 100

Ty2phoN 74 ± 8 (n=11) 3 I  (n-2) 57
Ty2'pCRE 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 (n- 3) 50

A38Tn5pcm 3 1 ± 4 (n-4) 9164 ± 662 (n=3) 16970

55

Valores promedio ± error estadistico de al memos 3 determinaciones; n: indica el ndmero

de determinaciones realizadas.
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115                                         155

Tiempo (minutos)

-A38
±A38Tn5
-Ty2phoN
-Ty2

~     Figura 13:    Curvas de crecimiento para la cepas. /}p/". Ty2 y mutantes A38, A38Tn5 y

S.  fyp/2J. Ty2p/2oIV.   Los  cultivos se realizaron en caldo-Luria,  a 37°C,  con

agitaci6n.
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Figura 14:    Inmunoelectrotransferencia  de  extractos  bacterianos  obtenidos  por S¢oc¢

osm6tico y revelados con un anticuerpo anti  fosfatasa alcalina de E.  co/j.

Ca;ril   1..  S.   typhi  Ty2..  c;tmil  2..  S.   typhi  Ty2phoN..  ca;ril  3..  S.   typhi

Ty2pCH2.  78: corresponde a los esfandares de peso molecular pretefiidos.
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Figura 15: A)  Actividad  de  fosfatasa  acida  para  las  cepas  S.  04pAJ.  Ty2,  S.  typ4J.  Ty2pfroIV,  S.  typAJ.

Ty2pfap y  TYT1231.    Actividad  de  fosfatasa  alcalina  para  la  cepa S.  OzpAJ.  Ty2pCH2.

Ambas medidas en unidades Mller como se explica en materiales y m6todos.   8) indices de

sobrevida para cepas de ,J. fypdr. Ty2. Valores promedio ± error estadistico de al menos tres

determinaciones.
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(Figura  16)  con  respecto  a  la  cepa  nativa  S.  Op/2;.  Ty2.    Al  parecer,  la  cantidad  de

proteina PhoA expresada en esta cepa es excesiva y delet6rea para la bacteria.

Por   otra   parte,   la   mutante   TYT1231    obtenida   mediante   la   inserci6n   del

transpos6n MudJ en la cepa S. fypfej. Ty2 pfeav y seleccionada por la p6rdida de actividad

de fosfatasa acida a pH 5 (Figura  15A)   gener6 dentro de las c6lulas U937 un indice de

sobrevida bastante bajo (Figura 158), a pesar de que su indice de entrada fue similar al

de la cepa silvestre S.  O{pfej. Ty2 (dato no mostrado).   Esta mutante tiene un bajo indice

de resistencia al pH 5, lo que es muy importante porque esfa de acuerdo con la hip6tesis

planteada en esta Tests de que la expresi6n de este gen que otorga actividad de fosfatasa

acida, es inducido a pH 5. En pH 7 la mutante TYT]231  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 acido en S. O{p/#

cumple un papel importante en el fendmeno de sobrevida dentro de las c6lulas U937.

1.4.  Inducci6n  de  una  actividad  de  fosfatasa  fcida  en a.  fyp„ Ty2  dentro  de  las

c6Iulas  U937:  Los  resultados  previos  sugirieron  ]a  participacj6n  de  una  actividad  de

fosfatasa acida en el proceso de sobrevida de S. 4{p/?/. Ty2 dentro de c6lulas U937.  Por lo

tanto,   segdn se esquematiza en la Figura 8, se midi6 la actividad de fosfatasa acida en

bacterias S.  O{p/zz` Ty2 que permapecieron durante 20 h dentro de las c6lulas U937 (Ty2

intema).   Esta actividad se compare con la determjnada para las bacterjas S.  fyp/# Ty2

que estuvieron durante 1 h por fuera de las celulas U937 (Ty2 extema).   La medici6n de
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Figura 16:    Indices de resistencia al pH 5 para cepas de S. fypAJ. Ty2.   Valores promedio

± error estadistico de al memos tres deteminaciones.
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la actividad de fosfatasa se realiz6 a pH 5, puesto que este es el pH que existe dentro de

los  fagosomas  en  los  macr6fagos  y  es  el  pH  descrito  para  ]as  determ].naciones  de

actividaddefosfatasaacidaenS.OpA7."zirJ.#7#.ComoseobservaenlaTabla5,apH5la

actividad de Ty2 intema es 48 veces mayor que la actividad de Ty2 extema (Tabla 5).

Como  control  se  utilizaron  celulas  infectadas  con  bacterias  muertas  por  calor,  y  los

valores  obtenidos  en  la  determinaciones  de  absorci6n  fueron  sustraidos  a  los  valores
I

generados  por  las  c6lulas  infectadas  por  bacterias  vivas.     Este  resultado   indica  la

participaci6n de este tipo de actividad en la interaccidn bacteria-c6]ula, pero no pemite

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

respuesta a componentes de bacterias vivas.

I.5.  Detecci6n  de  la  fosfatasa  bacteriana  inducida  dentro  de  las  celulas  U937:

Mediante   inmunoelectrofoiesis   utilizando   anticuerpos   anti   fosfatasa   alcalina,   se

revelaron bandas de proteinas que dan reacci6n cruzada con este antisuero en extractos

de proteinas  citoplasmaticas  de  c6lulas  de  S.  fypAj.  Ty2.    Los  extractos  se  prepararon

utilizando bacterias que permanecieron en el interior de las celulas U937 durante 20 h

(Figura  17, carriles 2, 3 y 4) y bacterias aisladas desde el  extracelular coincubadas con

las c6lulas U937 durante  lh (Figura 17, carriles 5, 6 y 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.

O{pfez. Ty2  que estuvo  dentro de  las c6lulas U937 por 20 h (Figura  17,  carril  4).    Estas
I

bandas estan ausentes en los extractos del mismo tipo preparados ya sea desde bacterias

que  permanecieron  extracelulares  durante  1   h  (Figura  17,  carriles  5,  6  y  7)  como
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Tabla 5. Actividad fosfatasa acida en cepas S. fypAJ.  Ty2.

Cepas Indice de Sobrevida
Actividad de Fosfatasa Acida

Unidades/bacterium     x          1,00E+07
Ty2

Ty2.phoN
A18

A18Tn5
A38

AIBTn5
Ty2 ext

100

74 ± 8 (n=3)
439 ± 16 (n=3)
177 ±  11  (n=3)
676 ± 29 (n=6)
134 ± 10 (n-5)

5,23 ± 0,6
8,50 ± 0,5

28,36  ± 0,4
8,20 ± 0,4

27,55 ± 0,5
6,23 ± 0,2

33,28 ± 6,6
1584,67 ± 45,66

Valores promedio ± error estadistico de al menos 3 determinaciones; n: indica el ndmero

de determinaciones realizadas.
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Figura 17:    Inmunoelectrotransferencia   de   extractos   de   bacterias   coincubadas   con

celulas U937 y revelados con anticuerpo anti  fosfatasa alcalina de E.  co/z..

Carril  1:  extracto de celulas U937 sin infectar;  carriles  2,  3  y 4:  extractos

preparados con bacterias rescatadas  desde  el  interior de  las  celulas U937

palEL hers ce;pus S.  typhi Ty2phoN, S.  typhi I:y2 TYT12:31  y  S.  typhi Ty2,

respectivamente  y  carriles  5,  6  y  7:  extractos  de  bacter].as  extracelulares

coincubadas  con  las  c6lulas  U937  durante   1   h  para  las  cepas  S.   fyp/z;.

Ty2p/ZOIV,  S.   fypAj.  Ty2   TYT123l   y  S.   fypAz.   Ty2,   respectivamente.   *:

muestra  la  banda  reactiva  presente  en  el  extracto  de  c6lulas  U937  s].n

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

2' 3 y 4).
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tambi6n, en el  extracto preparado desde c61ulas U937 sin infectar (Figura  17,  carril  1).

En este dltimo aparece rna banda de rna proteina pequefia (*) que esta presente tambi6n

en  los  extractos  de S.  fypfej.  Ty2p/7oIV y  TYT1231  rescatadas  desde  el  intracelular  de

c6lulas U937 (Figura  17, carriles  1, 2, 3 y 4), la cual probablemente corresponde a rna

fosfatasa  de  origen  eucari6tico.    Por  otra  parte,  en  los  extractos  preparados  con  las

bacterias  provenientes  del  interior de  las  c6lulas  U937  S.  fypfej  Ty2p/ZOIV y  TYT1231

(Figura 17, carriles 2 y 3) no se detect6 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 hip6tesis de que estas

bandas  que  apalecen  inducidas  en  extractos  de  S.  fyp/zz.  Ty2  que  estuvieron  20  h  al

interior de las c6lulas U937 (Figura 17, carril 4) son de origen bacteriano.   Nuevamente,

se demuestra que la participaci6n de proteinas que dan reacci6n cruzada con anticuerpos

anti-fosfatasa alcalina es importante en la interacci6n bacteria-celula.
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cAprruLO H:

Mutantes de S. fypfeJ. Ty2 p/top y resistencia al pH 5.

2.1.  Obtenci6n y caracterizaci6n  de las  mutantes S.  gyp/!i. Ty2 pftop y A38 p/lop:

Debido   al   importante   papel   que   cumple   el   regulador  transcripcional  Phop   en  la

interacci6n  S.  fypfez.murjzfm-macr6fago  murino,  en  esta  Tesis  se  obtuvo  y  caracteriz6

mutantes de S.  fypA;. p/?oP.    Estas mutantes  fueron  obtenidas  mediante transducci6n y

recombinaci6n  hom6loga,  via  el  fago  P22HTJ.#/  desde  las  cepa  de  S.   fypfejmzm.zfrm

MST223,  la  cual  posee  mutado  el  gen p/zap  por  rna  inserci6n  del  mini  transpos6n

Tnl0(dTet).     Una  vez  obtenidas  las  transductantes  resistentes  a  Tet,  se  les  estudid

fenotipos tales como: actividad de fosfatasa acjda, sensibilidad al pH acido y sobrevida

dentro de las c6lulas U937.   Como se aprecia en la Figura  16, la cepa S.  fypA;. Ty2 p/ZOP

es  totalmente  sensible  al  pH  acido,  y  disminnye  la  actividad  de  fosfatasa  acida  y  la

capacidad de sobrevivir dentro de las celulas U937 (Figura 15A y 158).  Estos resultados

sugieren  que  en  S.  /j{p/}/.  Ty2  el  gen p/zap  regula  otro  gen  de  actividad  de  fosfatasa

distinto de pfeoN  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. fyprfej. Ty2 pAoP por recombinaci6n hom6loga,  la cepa S. 4p/i;.  Ty2 pfeop fue

transducida con un lisado del fago P22HTz.#/ obtenido en la cepa Lsl.  /}p/?/.#zztr/.zfm MSTl

(cepa nativa) y se seleccionaron aquellas transductantes  que  perdieron  la resistencia a

Tet. En la revertante ha ocurrido el reemplazo del genp/2oP mutado por el gen p/2oP de
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S.  fypfej."#r7.2im  silvestre.  Esta  cepa  resultante  recuperd  la  actividad  fosfatasa  a  pH  7

(actividad que esfa dada por PhoN) demostrando que el gen p/zo/' de S.  fyp/2r.mztr;.zfz# es

capaz de funcionar en S. fyp/2r` Ty2 al menos en la regulaci6n de esta actividad.

2.2. Participaci6n de pfeop en Ia regulaci6n por per6xido de la mutante S. fyp/!z. Ty2

Tnyfend  A38:  La expresi6n del  gen  mutado  en A38  se  induce  en presencia de  estr6s

oxidativo (Tabla 2). Para estudiar la participaci6n de p/top en esta regulaci6n, se obtuvo

mediante transducci6n y recombinaci6n hom6loga la cepa A38p/cop.   La cepa A3 8p/7oP

result6 tambi6n 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 H202 fue

medida para ambas mutantes.  Como se observa en la Figura 18, la actividad de fosfatasa

alcalina en la cepa parental A38 aumenta despues de 30 min de incubaci6n en H202, en

cambio para la cepa A38p/ZOP la actividad permanece sin cambio aparente durante este

tiempo.  Estos  resultados  sugieren  que  en  S.  fyp/zz.  Ty2  existe  al  memos  un  gen  cuya

expresi6n  frente  a  per6xido  de  hidrdgeno  es  regulada  a  trav5s  del  sistema  de  dos

componentes PhopA'hoQ.

2.3.  Resistencia  de  cepas  de S.  fypAI.  Ty2  al  pH  a cido:  La  resistencia  al  pH  5  fue

evaluada en funci6n de la fase de crecimiento de la cepa silvestre S.  fyp/2J. Ty2 (Figura

19).   Tal  como muestra la Figura  19 el fndice de resistencia al pH acido depende de ]a

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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10                       20                       30                       40                       50                       60

Tiempo de Exposici6n al Per6xido de Hidr6geno (min)

Figura 18:    Actividad   de   fosfatasa   alcalina   medida   en   presencia   de   perdxido   de

hidr6geno para las cepas A38 y derivada A38p/zap.   Las barras representan

la    desviaci6n     estadistica    y     *     muestra     que     estos     valores     son

significativanente distintos con un p<0,05 segdn el test de / 'S/ztc7e77/.
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Densidad 6ptica a 600 nm

Figura 19:    Indice de resistencia al pH 5  en funci6n del crecimiento de la cepa de S.

typhiT:y2.
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Como  se  observa  en  la  Figura  16,  las  mutantes  que  poseen  el  transpos6n  Tnp/2o4

resultaron  mas  resistentes  al  pH  acido  que  las  cepas  isog6nicas,  derivadas  Tn5,  que

perdieron  la  actividad  de  fosfatasa  alcalina.     Esta  sensibilidad  aumentada  no  fue

producto de la presencia del transpos6n Tn5, puesto que rna cepa de S.  fyp/2j. Ty2 Tn5

present6  un  indice  de  resistencia  al  pH  5  muy  similar  a  la  cepa  nativa S.  fyp/zj.  Ty2

(Figura  16).     Por  otra  parte,  las  cepas  de  S.   fyp/3j  Ty2  mutantes  en  e]  gen p/zap

presentaron  rna  sensibilidad  total  al  pH  acido,  siendo  incapaces  de  crecer  en  esta

condici6n (Figura 16) y la cepa TYT1231 carente de actividad de fosfatasa acida tambi6n

result6  bastante  sensible  al  acido  con  un  indice  de  resistencia  al  pH  5  de  solo  23

unidades.
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cAplTULO in:

Mutantes de S. typ/2j. Ty2 MudJ: participaci6n del LPS en la sobrevida bacteriana

dentro de las c6lulas U937.

3.1. Obtenci6n de mutantes de I. fypfeJ. Ty2 MudJ: Las mutantes de S. fyp/zj. Ty2 MudJ

fueron   obtenidas   mediante   transduccion  via   fago   P22HTj.#/   desde   la  cepa   de  S.

fypAj.mzfrj.zfm  MST1063    De  esta  manera  el  fago  MudJ  queda  complementado  en  cjs

transitoriamente  con  las  transposasas  del  fago  ayudante  Mudl,  lo  que  permite  la

transposici6n de MudJ al cromosoma bacteriano.   Se obtuvo un total de 9.000 mutantes

S.  fypfe;.  Ty2  resistentes  a  Kan.    Estas  mutantes  fueron  mezcladas  y  usadas  para  la

infecci6n y posterior selecci6n desde el interior de las celulas U937.

3.2.  Selecci6n  de  mutantes  de S.  gyp/!l. Ty2  MudJ  desde  el  interior  de  las  c6lulas

U937: La mezcla de mutantes de S.  fyp#J. 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 proliferaci6n intra- y extracelulares por la acci6n

de   arnpicilina,   se   aislaron   las   bacterilas   desde   el   espacio   intracelular,   las   cunles

permanecieron durante 20 h dentro de las c6lulas U937.  Despu6s de este tratamiento, un

total de  160 mutantes fueron rescatadas,, 67 (41%) resultaron aur6trofas para histidina,

producto de la recombinaci6n hom6loga (debido a que en  la cepa MST1063  MudJ se

encuentra en el locus fej.s), y 62 mutantes fueron X-Gal-, por lo cual fueron descartadas.
I



71

Finalmente,  3,1  mutantes S.  /)pA/.   Ty2  MudJ  (XGal+)  se  caracterizaron  en  esta  Tesis.

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

0 del LPS (Tabla 6) y prot6trofas.   Ninguna de las mutantes seleccionadas fue capaz de

crecer   en   agar-Luria   que   contenia   ampicilina   (50   pug/ml)   y   tampoco   presentaron

alteraciones en el patron de proteinas de membrana extema (datos no mostrados).  Todas

estas mutantes resultaron resistentes al fago Felix 0 indicando un core del LPS normal.

En  los  experimentos  controles,  donde  las  c5lulas  U937  fueron  infectadas  con  la  cepa

si]vestre  de  S.   typfej  Ty2,  se  recuperaron  21   ufo  al   tratar  con  ambos  antibi6ticos

(gentamicina y Amp).   Todas estas cepas resultaron resistentes al  fago Ffm;  en cambio,

fueron recuperadas  130.970 ufo cuando ,se realiz6 el tratamiento solo con gentamicina,

demostrando  que Amp es  efectivamente: capaz de ingresar a  las  c6lulas U937 y  actuar.

sobre c6lulas de S. /}!pAj. intracelulares en activa proliferacj6n.

3.3. Anflisis de la regulaci6n  por estr6s de las  mutantes  de S.  typfri. Ty2 MudJ:  Se

estudi6 la regulaci6n de los genes mutagenizados frente a las tres condiciones de esties

empleadas en este estudio (Tabla 6).   Un 52%  (16  mutantes)  respondieron  frente a las

condiciones  de  esties  empleadas;  algunas  de  ellas,  tales  como:  TYT1206,  TYT12]6,

TYT1218,   TYT1226   y   TYT1230   presentaron   regulaci6n   en   las   tres   condiciones

empleadas  (Tabla  6).      Ciertas  mutantes;   a  saber:   TYT1201,   TYT1210,   TYT1211,

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. O{p/2J. Ty2 (Figura 20).



72



73



74

En  placas   de   agar-Luria  que   contem'an  perdxido   de   hidr6geno  y  X-Gal   se

detectaron fusiones reguladas frente a la condici6n oxidativa.   Siete mutantes resultaron

inducidas  y  dos  reprimidas  cuando  crecieron  en  presencia  de  H202.    Las  mutantes

TYT1200,  TYT1206,  TYT1216,  TYT]218  y  TYT1226  ]as  cuales  son  inducidas  por

H202 tambien fueron reguladas por la temperatura entre 37°C-42°C (Tabla 6).   Todas las

mutantes inm6viles sedimentaron en medio de cultivo liquido caldo-Luria (Tabla 6).  Sin

embargo,  hubo  mutantes  m6viles  que  tambien  sedimentaron  en  e]  caldo  de  cultivo

indicando que ambos fen6menos no estan directamente relacionados.

Once fusiones  resultaron  inducidas  al  crecer en  placas  agar-Luria a pH  5  y  seis

mostraron alteraci6n en la capacidad de crecer o no crecieron en esta condici6n (Tabla

6).  La falta de crecimiento en placas a pH 5  no necesariamente indica incapacidad de

para enfrentar esta condici6n, ya que en este ensayo el inoculo de bacterias es aleatorio,

en  cambio,  en  la  determinaci6n  cuantitativa  de  ]a  resistencia  al  pH  5  el  inoculo  de

bacterias es medido (ver a continunci6n).

3.4. Resistencia al pH acido de las mutantes de S.  fyp/!J. Ty2 MudJ: Previamente se

habia establecido relaci6n entre la resistencia al pH acido y la capacidad de sobrevivir

dentro  de las c6lulas U937.   Esta relaci6n tambi6n fue  detectada para las mutantes S.

fyp4J.  Ty2 MudJ  evaluadas  TYT1200,  TYTY1201,  TYT1202  y  TYT1203  (Figura 21).

Por esto, se midi6 en todas las mutantes S. fyp/2j. Ty2 MudJ el indice de resistencia al pH

5.   Como se aprecia en la Figura 21, la mayon'a de las mutantes de S.  fyp/# Ty2 MudJ

fueron altamente sensibles al pH acido, especialmente sensibles resultaron las mutantes
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TY1204,   TYT1206,   TYT1207,   TYT1209,   TYT1212,   TYT1223   y   TYT1228.   Este

resultado permite  sugerir que probablemente  la mayoria  de  las  mutantes S.  fyp/# Ty2

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

celulas U937.



DISCusfoN

EnestaTesisseconsrfuyeronycaracterizaronmutantesdeSc!/mo#c//a/}!pfej.Ty2para

estudiar el proceso de sobrevida dentro de los macr6fagos hunanos U937.   La hip6tesis

plantea que en el  proceso  de resistencia de S.  4p/2;. al  macr6fago,  los  genes bacterianos

regulados por condiciones de estres, similares a las que podria encontrar al enfrentarse con

el macr6fago hunano, juegan un papel importante. La estrategia experimental propone la

mutag6nesis por inserci6n de los transposones TlpAo4 y MudJ, de tal manera  aumentar las

posibilidades de detectar genes que participen en este proceso. chbos transposones llevan

genes  indicadores  de  la  expresi6n  de  los  genes  mutagenizados,  permitiendo  evalun  la

expresi6n del gen afectado bajo distintas condiciones ambientales.   En las mutantes de S.

4pfej.Ty2Tnyfeo4laprimeraselecci6nfuedeaquellasreguladasfrentealascondicionesde

esties.    Luego,  a  estas  mutantes  se  les  evalu6  su  capacidad  de  sobrevivir dentro  de  las

c5lulas U937. Por otra parte, las mutantes MudJ fueron seleccionadas desde el interior de

lascelulasU937yluegosometidasalostrestiposdeestles.Utilizandoestasdosestrategias

experimentalesdistintasseanplianlasposibilidadesparaencontrarlosgenesquecodifican

para  proteinas  con  funciones  importantes  (factores  de  virulencia)  en  el  fen6meno  de

resistencia al macr6fago.
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Mutantes de S. grpA;. Ty2 Tny/zaA
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Uno de los principales objetivos de esta Tesis fue seleccionar mutantes en proteinas

extracitoplasmaticas reguladas por esrfes, ya que  se esperaba que  este  tipo  de  proteinas

cumplieran un papel importante en el fen6meno de resistencia al macr6fago hunano.   Sin

embargo,  del  total  de  40  mutantes  S.  fypAJ.  Ty2  Tny/.o4  reguladas  por  estres,  s6lo  10

mutantes  (25%)  mostraron  baja  capacidad  de  sobrevivir  dentro  de  las  celulas  U937,

comparadas con la cepa nativa S.  O{fJfeJ. Ty2  (Tabla 3).    En algunas  de estas mutantes  la

proteina  de  fusi6n  que  se  foma  entre  el  gen  mutagehizado  y p/?o4  podr'a  tener  rna

ubicacidn   aberrante,   interfiriendo   con   la   fisiologia   normal   de   la   bacteria;   esto   es

especialmente probable en las mutantes 053, C79 y OA5, las cunles muestran tambi6n un

pobreindicedeentrada(Tabla3).SehadescritounamutantedeS./}p/2j.mzirj.zzwqueposee

el Tnyfrozl insertado en las cercanias de la secuencia sefial del gen pczgc que codifica para

unaproteinaquenormalmentesedestinaalamembranaextema.Laproteinadefusi6nque

se produce se ubica aberrantemente en la membrana intema de la bacteria, donde causa

fuertes transtomos pleiotr6picos Ouller y col.,  1992).    Otra posibilidad para explicar las

fuertes alteraciones sufridas por las mutantes C79 y OA5 es que tuvieran alteraciones en el

sistema de transporte de hierro mediado por la enteroquelina.   Se ha demostrado que este



79

sistema en S. Opfej. participa en la virulencta sobre cultivos de c6lulas HeLa y en el modelo

de infecci6n de ratones con bacterias resuspendidas en mucina (Furman y col., 1994).

La condici6n de estres donde se detect6 un mayor ninero de mutantes que exhib]'an

regulaci6n  fue  en  respuesta  a  la  temperatura.    En  aquellas  mutantes  reprimidas  por  la

temperatura  (Tabla  2)  podr'an  estar  alterados  los  mecanismos  de  exportaci6n  de  las

proteinas en general.  Por el contrario, la inducci6n de proteinas por la temperatura, podria

formar parte de un mecan].smo evolutivo de defensa, en donde participan las proteinas de

estles   termico.      Las   funciones   de   estas   proteinas,   en   otros   orgahismos,   han   sido

caracterizadas como: chaperonas que preservan la estmctura de otras proteinas esenciales

para la viabilidad celular, proteasas que acthan sobre proteinas denatundas y proteinas que

forman estructuras de  termo-protecci6n  o  que  particjpan  en  ]a exportaci6n  de  proteinas

extracitoplasmaticas  (Ang  y  col.,   1991   y  Craig  y  col.,   1993).     En  particular,   se  ha

caracterizado  la  proteina  PapD  chaperona  de  E.   co/j.  que  se  localiza  en  el  espacio

peripldsmicodondeparticipaenelensamblajedelpilus(Jacob-Dubuissonycol.,1993).

En  este  trabajo  se  obtuvieron  mutantes,  tales  como  A38,  A82,  C27  y  039,  que

responden  frente  a  mds  de  una  condici6n  de  estr6s  (Tabla  2),  indicando  la  posible

participaci6n  de  diferentes  mecanismos  regulaton.os,  segundos  mensajeros  comunes  y/o

cross  /cz/4  entre  los  sistemas  de  transducci6n  de  sefiales  bacterianas.     En  la  respuesta

defensiva contra el pH acido en S.  fyp/?J.mz/rj#m se ha visto la coparticipaci6n de proteinas

de  defeusa  contra  el  pH  acido  y proteinas  de  esties  termico  ¢oster y  Bearson,  1994).

Tambi6n se ha detectado la participacj6n de distintos /oc/. regulatorios tales como:/zir, orrG,
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eczndB,  eczrc y oxpfz (Foster,  1993 y Foster y col.,  1994).   Ademds, tanto frente al estres

fermico  como  frente  al  estr6s  oxidativo  se  ha  detectado  la  producci6n  de  nucle6tidos

polifosforilados (denominados "alamonas") que podr'an actuar como segundos meusajeros

(Christman  y  col.,  1985  y  VlnBogelen  y  col.,  1987).    Un  ejemplo  de  croSs  /cz/*  es  la

regulaci6n que sufren las porinas Ompc y OmpF de S.  4zp/#."ztrj.zt"  frente a diferentes

condiciones ambientales, tales como variactones en la temperatura y osmolaridad @orman,

1991);pHacido@osterycol.,1994)ypresenciadeagentesoxidantes(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 c6lulas U937 se ven

claramente  afectados  (Tabla  3).  La  mutante  A65  es  en  un  gen  reprimido  frente  a  la

temperatura (Tabla 2).  Este resultado sudere que un gen reprimido, por rna condici6n de

esrfes, podria participar en la virulencia de S. /jpAj..   Para la virulencia de S. /}p/zj.mztrj.z{" es

importanteelpapeldelosgenesprg,aquellosreprimidosporPhop(Alpuche-Arandaycol.,

1992; Behlau y Mller,  1993; Mller y col.,  1990 y Belden y Mller,  1994).   Tambi6n,  la

mutante de S.  44pfe;."zfrj.#" p/7Ofr que expresa coustrfutivamente Phop, es avirulenta.   En

esta mutante se ha propuesto que la baja expresi6n de los genes prg (que esfa totalmente

ausente en pAoC) seria necesaria para la virulencia de S.  O{f7/2f.mztrj.#w en el rat6n (Miller y

Mekalanos,1990).

Por otra parte, alguna de las seis mutantes S.  a+p4j. Ty2 Tny/2o4  inducidas frente al

per6xido de hidr6geno podria tener iusertado el transpos6n en un gen que codifique para



81

rna catalasa de tipo 11, ya que estas enzimas se ubican en espacio peripldsmico de la bacteria

(es decir, proteinas extraciplasmaticas que son los probables blancos de la mutagenesis con

Tnyfeo4);  son  enzimas  requeridas  para  la  inactivaci6n  del  perdxido  de  hidr6geno  y  se

inducen en respuesta al esties oxidativo.   Se ha descrito en S. fyp/2j."z{rj.zmz la induccidn de

una catalasa de tipo H (catalasa/peroxidasa) en respuesta al perdxido de hidr6geno.   Esta

proteina es un buen antigeno para la inducci6n de inmuhidad celular, y protege a los ratones

contra la infecci6n por S. /)pfe;.mz".zim  pat6gena (Kagaya y col.,  1992).   Llama la atenci6n

el hallazgo en este estudio de que la inducci6n de los mismos niveles de protecci6n, no se

pudo conseguir inmuhizando ratones con la catalasa de tipo I, cuya expresi6n es coustitutiva

en S. typhimurium Qta;gaytLy col.,199Z).

Del total de las mutantes de S.  fyp/2j Ty2 Tny/2o4 estudiadas, un 500/o (20 mutantes)

mostr6 rna mejor capacidad para sobrevivir dentro de los macrdfagos U937 que la cepa

nativa y la mayoria result6 semi-sensible al fago Ffin.   Debido a que se estin pesqulsando

mutantes  en  proteinas  extracitoplasmaticas,  es  frecuente  encontrar  alteraciones  en  el

antigeno 0 del LPS.  En base a los antecedentes dispohibles para otras bacterias pat6genas

facultativas  intracelulares,  que  poseen  fosfatasas   froidas  como  factores  de  virulencia

@owling y col.,  1992 y Bliska y col.,  1992) se postul6 la actividad de fosfatasa alcalina

otorgada por el trauspos6n Tny/zo4 como la causante del efecto protector observado.   Para

demostrarlo se coustruyeron derivadas de las mutantes Tny/2o4 con el transpos6n Tn5 que

especificamente perdieran la actividad fosfatasa. Iris derivadas Tn5 obtenidas disminuyeron

la actividad de fosfatasa alcalina (Tabla 4), presentaron indices de sobrevida cercanos a los



82

de cepa nativa S. 4{f7feJ. Ty2 qigura 158) y tambi6n disminuyeron sus indices de resistencia

al pH 5 q7igura 16), con respecto a la mutante Tny/zo4 parental.  Estos resultados sugieren

que la actividad de fosfatasa dada por el genpfeo4 de E. co/j., le otorga a S. Ozp/#. una mejor

capacidad para  resistir  al  pH  deido  y  para  sobrevivir  dentro  de  los  macr6fagos  U937.

Previamente  se  han  obtenido  mutantes  por  inserci6n  del  transpos6n   Tny/2o4   en  S.

fypAj."2{r;.ztm y en S.  crbar/z4sow.a y se ha caracterizado su virulencia f.7z vjfro e j.# vj.vo.   En

estos trabajos no ha sido detectado un efecto como el observado en esta Tesis (Johnson y

col.,1991 ; Belden y Mller,1994 y Rubino y col.,1993).

El gen p4o4 y el operdn de la lactosa no existen en el genoma de Lslcr/;#o#c//cr.    Se

ubican en uno de los /oapS que se forman al hibridizar el DNA cromosomal de E. co/j con

DNA cromosomal de S. fyp/z/."zfr/.z/in (Groisman y col.,1992b).  Por otra parte, en E. co//. no

existe  el  gen PAOIV.    Sin  embargo,  se  detecta  actividad  de  fosfatasa  acida  inespecifica

producto de la acci6n de PhoA (Kasalara y col.,  1991).   En algunas de las mutantes de S:

4{p/zj Ty2 Tny/zo4 obtenidas en esta Tesis se detect6 actividad de fosfatasa, medida a pH

acido, mayor que la deteminada en la cepa nativa S.  fyp/zJ. Ty2 (Tabla 5). Este resultado

indica que el gen p/ZOA  forineo para |S:.  fyzpfej,  en  estas mutantes da cuenta de rna mayor

actividad fosfatasa acida inespecifica.   Los resultados permiten sugerir la participaci6n de

rna fosfatasa bacteriana funcional a pH acido en el fen6meno de sobrevivencia intracelular

en macrdfagos U937.  En S. Op4j."z{rj.zjm PhoN es rna fosfatasa acida inespecifica regu]ada

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

Nuestros resultados indican que en S. fypfez. PhoN tampoco cumplin'a un papel importante al
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memos en los procesos de resistencia al pH acido y de sobrevivencia dentro de las c6lulas

U937 a7igura 15A y Figura 158).   Ademds de PhoN, en S.  9p/2;.772zfrJ.2jng  se han detectado

otras tres actividades de fosfatasa acida, rna de las cunles corresponde a rna fosfatasa acida

inespecifica  de  tipo  11,  tambi6n  regulada  por  Phop  cuyo  papel  en  la  virulencia  de  S.

fypfej."z".zfw air es desconocido (Galin y Curtiss, 1989).

Para intentar caracterizar mejor la participaci6n de la actividad fosfatasa dada por el

gen prfeo4  se transform6  la cepa nativa con  el  plasmidio  multicopia pC112  (derivado  de

pBR322).    Esta  cepa transformada  disminuy6  su  capacidad  de  sobrevivir  dentro  de  ]os

macr6fagos U937.   Mds air  la presencia del  plasmidio  afect6 tambien  la capacidad de

resistir al pH acido (Figura 15A, Figura 158 y Figura I 6).  ha presencia de un p]asmidio con

un alto  ndmero  de  copias  (30-50)  puede  ocupar gran parte  de  la maquinaria bacteriana,

impidiendo la sintesis de los elementos requeridos para sobrevivir dentro de los macr6fagos.

ha cepa de S.  4pfej. Ty2pCI-12  expresa al]undantemente la proteina plasmidial PhoA en el

espacio  peripldsmico,  como  lo  demuestra  la  Figura  14,  quizas  saturando  el  sistema  de

exportaci6n bacteriano.

En  la  cepa  nativa  de S.  /)pAj  Ty2  usada  en  este  estudio  fue  posible  detectar  la

inducci6n de rna actividad de fosfatasa medida a pH acido, en bacterias que estuvieron 20 h

en el interior de las c6lulas eucari6ticas (Tabla 5). Tambi6n, se intent6 detectar la inducci6n

de esta actividad frente a diversas condiciones de estres z.# vj./ro, creciendo la bacteria en

presencia de perdxido de hidr6geno, en pH 5, en medio mihimo y en fase estacionaria de

crecimiento  (datos  no  mostrados).    En  ninguna  de  estas  condiciones  se  pudo  detectar
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inducci6n  de  actividad  de  fosfatasa.     Aparentemente  es  dificil  reproducir  r.#  vjfro  el

complejo anbiente intracelular de los macrdfagos.  En S.  gyp/zj.772ztrf.zjm se ban estudiado los

canbios en los patrones de proteinas, mediante electrofoiesis en dos dimensiones,  y se ha

demostrado que ciertas condiciones j# vjtro de estrfes no inducen las mismas proteinas que

se  expresan  cuando  la  bacteria ha  estado  dentro  de  macr6fagos  en  cultivo  (Abshire  y

Neidhat,1993).

Mediante   inmunoelectrotransferencia   y   utilizando   anticuerpos   contra   fosfatasa

alcalina se detectaron proteinas de aproximadanente 27 Kda, en extractos de S. a+pfej. Ty2

que estuvieron dentro de las c6lulas U937 durante 20 h.  Las fosfatasas acidas inespecificas

en S. fypfez."ztrj.zovz son: PhoN o fosfatasa acida inespecifica de tipo I, de aproxjmadamente

26  K,  regulada por Phop  (Kier y  col.,  1979  y Kasahara y  col.,  1991)  y  fosfatasa  acida

inespecifica de tipo  11,  tetrinero  constituido  por subunidades  de 24  K  (Uerkvitz,  1988),

tambi6n regulada por Phop (Galin y Curtiss,  1989).   Ademds se han detectado actividades

de fosfatasas acidas sobre fosfohexosas y  sobre 2'-3'-nucle6tidos fosfodiesteres (Kier y col.,

1977).    Por  otra parte,  la  mutante  deficiente  en  actividad  de  fosfatasa  acida  TYT123l

obtenida en este estudio en la cepa S.  4zf7/2J. Ty2 p/7oIV mostr6 un bajo indice de sobrevidr

siendo su indice de entrada del mismo hivel que el de la cepa silvestre S.  /}p/zj. Ty2.   ha

mutante ademds result6 sensible al pH 5 y la expresi6n del gen afectado es inducida a pH 5.

Estos  resultados  apoyan  la  hip6tesis  prevl.anente  planteada  de  que  rna  actividad  de

fosfatasa acida de S. fypfe;. Ty2 participa en la sobrevida dentro de las c6lulas U937.
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Se han aculnulado evidencias indicando que uno de los mecanismos mds importantes

por  los  cunles  los  patogenos  procariontes  interfieren  en  los  procesos  de  las  c6lulas

eucari6ntes es a traves de la desfosforilaci6n de residuos tirosina @liska y col., 1993; Bliska

y Falkow,1993; Bliska y col.,1992 y Clemens y col.,  1991).    En  ycrsj.#r.cz   spp.  pardsito

intracelular del macrdfago, la prote{na YopH es un factor de virulencia con actividad de

tirosina fosfatasa acida @liska y col.,  1992; Straley y col.,  1993 y Bliska y Falkow,  1993).

YopH es secretada directamente al interior del macrdfago, a trav6s de un poro que se forma

entre  anbas  membranas,  la  eucari6tica y  la prcoari6tica,  y  rna vez  dentro  desfosforila

proteinas del macrdfago inhibiendo el proceso de fagocitocis @liska y col.,  1992).   Todas

las detecciones de actividad de fosfatasa en esta Tesis se realizaron midiendo la hidr61isis

del sustrato  p-nitro-fehilfosfato,  cuya estructura es  similar a  la de  un  residuo  de  tirosina

fosforilado  Qfeyse y Emslie,  1992)  indicand.o  que  la(s)  enzima(s)  estudiada(s)  podria(n)

actuar sobre este tipo de sustratos que son mds abundantes en celulas eucari6ticas.  En otra

bacteria Gram negativa pardsito intracelular facultativo I,ear.o72e//cr "r.cc7czc7e7., rna fosfatasa

deida secretada tambi6n ha sido caracterizada como factor de virulencia @owling y col.,

1992).     Esta  enzima  bloquea  la  activaci6n  de  los  neutr6filos  hidrolizando  segundos

meusajeros, tales como:  fosfatidil inositol 4,5-difosfato  e  inositol trisfosfato (Saha y col.,

1988).

La actividad fosfatasa acida de S.  4p/zj. inducida dentro de las c6lulas U937, podria

interferir con los procesos de activaci6n del macrdfago especialmente si se tratara de rna

enzima bacteriana secretada.  En esta Tesis no se pudo detectar, en sobrenadantes de cultivo
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de S. O{pfeJ. crecida en distintas condiciones, actividad de fosfatasa (datos no mostrados).  En

etapas tempranas de la infecci6n de macr6fagos peritoneales murinos por S.  fypfez."zfrj.zf#z

ocune la fosforilaci6n de proteinas celulares (Salto y col., 1994).  Quizds infecciones con S.

fypfez. tambi6n producen rna respuesta similar en los macrdfagos que podria ser modificada

por la actividad de fosfatasa bacteriana jnducida intracelularmente.   Tal vez, rna enzima

con actividad de fosfatasa en S. fypfeJ. podria actuar sobre proteinas propias que formen parte

de algdn sistema de dos componentes y de esta manera participar en la regulaci6n de la

expresi6n g6nica bacteriana en respuesta a estimulos estresantes.   Tambich en fibroblastos

humanos expuestos a esties oxidativo o esties temico se induce la expresi6n de una tirosina

fosfatasa acida, esta probablemente participa en los procesos regulatorios de defeusa de la

c6lula eucan'otica (Keyse y Emslie,  1992).    Basindose  en  que  el  efecto  protector  de  la

actividad de fosfatasa tambien se  observ6  j.# vj.fro  en placas  de agar-Luria a pH 5,  otra

altemativa   podr'a   ser   que   esta   actividad   permitiera   la   generaci6n   de   compuestos

tamponantes del entomo bacteriano.   La hidr6lisis de polifosfatos en el hongo Dz{ma/r.c//cz

scz/j.#cz ocune en esties alcalino y ha sido propuesta como mecanismo tamponante contra el

pH alcalino Q'ick y col.,1990).

En A/ebsz.e//cz czeroge#es se ha detectado rna actividad de fosfatasa acida inespecifica

que es sinteti2ada en cultivo continuo e inducida en hambruna de carbohidratos.   Para esta

enzima se ha propuesto una funci6n en el transporte de azdcares fosforilados,  los cunles

deben ser desfosforilados para atravesar la membrana citoplasmatica @olton y Dean, 1972).

Tal vez, dentro de las c6lulas U937 existe limhaci6n de algdn 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 fosforo); en todo caso

esto no explicaria el efecto protector de la fosfatasa cunndo las bacterias crecen en placas

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

Mutantes de S. gyp/!J. Ty2p/cop

En S. fypfeJ.mz{r;.z+w se ha demostrado anpliamente que los genes de virulencia sufren

regulaci6n frente a diversas condiciones de esrfes, tales como: pH acido, agentes oxidantes,

temperatura, hanbruna de nutrientes  y presencia de  defensinas  (Alpuche-Aranda y  col.,

1992; Behlau y Mller,  1993; Ensgraber y I,oos 1992; Chrisman y col.,  1985; Fierer y col.,

1993; Francis y Gallagher,  1993; Johnson y col.,  1991  y Valone y col.,  1993;  revision en

Mekalanos,  1992).    En  la  regulaci6n  de  la  respuesta  en  contra  del  pH  acido  y  de  las

defensinas participa el sistema PhopphoQ (Behlau y Miller, 1993 y Miller y col.,  1989), el

curl no habia sido previamente estudiado en S.  fyp/zJ..   En esta Tesis se obtuvo mediante

recombinaci6n hom6loga mutantes S.  fyp/z/. Ty2 p/2oP.    Estas  mutantes  disminuyeron  la

actividad fosfatasa acida (Figura 15A) y la capacidad de sobrevivir dentro de los macr6fagos

U937 ¢igura 158) ademds resultaron notablemente sensibles al pH 5 (Figura  16).   Todos

estos fenotipos concuerdan con los descritos previamente para la mutante S.  4pfez."#rj.zt#z
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pfeop (Galin y Curtiss,1989).  El fenotipo XP-de la mutante S. /)!pAj. Ty2pfeop fue revertido

al transduofr con un fago obtehido en la cepa S. 4zpfej"zirJ.zt" Msl qT2 o cepa silvestre de

S. 4{pA;.]#zurj.z£").  Este resultado demuestra que el gen Phop proveniente de S. fypfej."ztr7.zfm

puede ser funcional en S. fyp/2J., al memos en la regulaci6n de la actividad de fosfatasa acida.

Para estudiar la participaci6n de Phop en la regulaci6n de la mutante A38 frente al

per6xido  de hidr6geno,  por transducci6n y recombinaci6n  hom6loga  se  obtuvo  la cepa

A38p4oP.  Esta mutante fue incapaz de responder a la presencia del perdxido de hidr6geno

despdes de rna incubaci6n de 60 min qigura 18). Estos resultados demuestran que Phop en

S.  04pfez. Ty2 regula la respuesta de al memos un gen frente al perdxido de hidr6geno. Esta

funci6n  de Phop  no  habia sido  descrita previanente  para  otras  especies  de Sc!/"o#e//cz

estudiadas.

Mutantes de S. typAi. Ty2 MudJ

Las mutantes MudJ fueron seleccionadas a trav6s de un m6todo de selecci6n positiva.

Mediante   este   metodo   se   pudo   aislar   aquellas   mutantes   S.   Ozp/zJ.   Ty2   MudJ   que

especificamente resistieron la acci6n de Amp desde dentro de las c6Iulas U937.  Este tipo de

selecci6n  es  necesaria  cuando  se  requiere  analizar  individualmente  un  ndmero  alto  de

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

rescatan directanente las mutantes que interesan y en este caso fueron s6lo 31 mutantes.  El
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m6todo  de  selecci6n  esfa  basado  en  el  uso  de  los  antibi6ticos  gentamicina  y  Amp,  el

primero actha sobre las bacterias extracelulares qissner y col.,  1983  y Vladoianu y col.,

1990)  y  el  segundo  actha sobre  bacterias  que  se  dividen  activamente  tanto  intra como

extracelulamente (Figura 22).  Los antibi6ticos P-1actalnicos pueden acceder a trav6s de las

membranas plasmaticas de celulas eucari6ticas (Carfullj y col.,1989 y Lowhe. y col.,  1979)

y actuar en contra de S. fyp/7z. en particular (Chang y col.,1990).  En el experimento control

realizado en esta Tesis, infectando las c6lulas U937 con S. /){pfe;' Ty2 en ausencia de Amp, se

rescataron 130.970 ufo, en cambio, en presencia de ambos antibi6ticos solo 21  ufc fueron

recuperadas, demostrando asf que Amp efectivanente es capaz de ingresar a la c5lula U937

y actuar sobre S. 04pAJ.  Ty2 intracelular.

Todas  las  mutantes  de  S.  4{f7feJ.  Ty2  MudJ  seleccionadas  poseen  alteraciones  del

antigeno 0 del I.PS ya que son sensibles al fago Ffm (Wilkinson y col.,  1972).  El antigeno

0 en S. 4pfej.7#z".z/in tendria una importante funci6n protectora en contra de las defensinas o

p6ptidos cati6hicos (Stinavage y col.,1989 y Rana y col.,  1991).   Tal vez, estas mutantes al

tener  alterado  el  antigeno  0  sean  mds  sensibles  a  estos  factores  antibacterianos  del

macrdfngo, por lo tanto, incapaces de multiplicarse dentro de las c6lulas e inseusibles a la

ampicilina.   La mayon'a de ]as mutantes MudJ seleccionadas en este estudio son altamente

sensibles  al  pH  5  qigura  20)  otro  de  los  mecanismos  antibacterianos  dentro  de  los

macr6fagos.   Previamente, analizando individualmente la seusibilidad a las defensinas de

20.000 mutantes MudJ de S.  fyprfe;.rmz{rj.zfm,  se detectaron 18 mutantes hiperseusibles,  11  de

las cuales perdian la patogehicidad en ratones.  Entre ellas se caracterizaron rna mutante en
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el gen pfeop 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

mutaci6n  en  el  gen pfeop,   aunque  la  mutante  en  pfeop  obtenida  por  recombinaci6n

hom6loga desde S. O{p/zjrmz/rJ.zf" en esta Tesis es rna mutante lisa resistente al fago Ffin.

I,a  importancia  del  antigeno  0  del  LPS  para  la  virulencia  de  S.  fyp/z;.fflztrf.zfm  en

ratones ha sido anplianente demostrada (Valtonen,1970; Collins y col.,  1991; Makela y

col.,1973; Stinavage y col.,1989 y Rana y col.,1991).  Existen mutantes de S. /}pAj."z{r7.2t7„

que pierden parcialmente el antigeno 0 del LPS.   Estas mutaciones se ubican en los genes

p"j. (que codifica para la enzima 6-fosfomanosa isomerasa) o r/c (mutantes en las que a

cada unidad de core se le asocia a lo mds rna uhidad de antigeno 0).  Estas mutantes fueron

atenundas en la virulencia para el rat6n; sin embargo, no perdieron la capacidad de persistir

en los macr6fagos de las placas de Peyer, del bazo y de los tejidos mds profundos; ademds

resultaron efectivas como vacunas orales vivas en el modelo murino (Collins y col.,  1991).

Alguna de las mutantes S. fypfej seleccionadas en esta Tesis podrian tener una mutaci6n de

este tipo, pemitiendo la persistencia de la mutante dentro de macrdfagos U937 aln despu6s

de ]a acci6n de Amp.

La integridad del LPS de S.  4p/2/. es esencial para ]a invasion de celu]as epiteliales

HeLa Ouoczenski-Wildey y col., 1989) y para la entrada a macr6fagos U937 (Contreras y

col.,  1995).   La alteraci6n del  antigeno  0  en  las  mutantes MudJ  obtenidrs en esta Tesis

aparentemente no impide la entrada a las celulas U937, de otro modo hubiese sido dificil su

selecci6n desde el ambiente intracelular de las celu]as en cultivo.
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En esta Tesis se obtuvo un alto ndmero de mutantes S. fypfej. MudJ que sedimentaban

en  los   cultivos   liquidos.      Este   fenotipo  ha  sido   asociado   con   un   aumento   de   la

hidrofobicidad superficial de las bacterias, 1o que ocurre cuando se disminnye la cantidad de

antigeno 0 dejando mds expuesta porciones memos polares del LPS, tales como el lipido A.

PLrendo7#owas   ryrj.ngc7e   a   bajas   temperaturas   modifica   la   hidrofobicidad   superficial

fosforilando  el LPS  qiay y col.,  1994).    C6mo  un aumento  de  la hidrofobicidad podn'a

impedir que  la bacteria se  duplicara y  evadiera  la  acci6n  de  la  ampicilina es  dificil  de

explicar.     Quizds  esta  modificaci6n  le  permite  alcanzar  compartimentos  intracelulares

impemeables   a  Amp.   Ninguna  de   estas  mutantes   creci6   en   placas   de   agar-Luria

conteniendo   Amp   (50   pug/ml),   por   lo   tanto   es   poco   probable   que   modificaran   su

permeabilidad al  antibi6tico,  debido  a alguna mutaci6n espontanea  adquirida durante el

proceso de selecci6n.

Todas las mutantes de S. /}£prfe; Ty2 MudJ seleccionadas, tienen alterado el antigeno 0

del  Ips.     Para  explicar  esto,  existen  al  menos  tres  posibilidades:   1)  la  inserci6n  del

trauspos6n MudJ produce en S.  Opfej. Ty2  esta alteraci6n,  2)  la inserci6n  del  transposdn

ocurri6  en genes  no  relacionados  con  la sintesis  del  antigeno  0,  pero  se  seleccionaron

positivamente mutaciones espontaneas del LPS y 3) la inserci6n del transpos6n ha ocurrido

en genes relacionados directa o indirectanente con la sintesis del antigeno 0 del LPS.   ha

primera explicaci6n no es muy probable ya que previamente en nuestro laboratorio se ha

analizado  un  panel  de  12.000  mutantes  S.  fypfej.  Ty2  MudJ  y  han  aparecido  con  alta

frecuencia mutantes resistentes al fago Ffin (Tesis Doctor en Bioquimica, In6s Contreras).
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ha segunda explicaci6n se descarta debido al resultado obtenido con el experimento control

de  irfecci6n  de  las  c6lulas  U937  con  la  cepa  nativa  S.  /}p/2j    Ty2,  desde  donde  se

recuperaron 21 ufo todas resistentes al fago Ffin.

ha tercera explicaci6n es  la mds  favorecida aunque es poco  probable  debido  a la

diversidad de fenotipos obtenidos (regulaci6n frente a las condiciones de esrfes, vcr Tabla

6).   Sin embargo, exjste en distintas bacterias regulaci6n del LPS en respuesta a diversos

estimulos  anbientales.    Asi, Pcrsfe#re//a /zcze"o/y/J.ccz modifica  los  componentes  de bajo

peso molecular del LPS en funci6n de la disponibilidad de oxigeno @avies y col.,  1992),

yers;.7#.cz   c#/eroco/z./z.ca   modifica   tanbien   la   estructura   del   LPS   en   respuesta   a   la

temperatura. AI subir la temperatura desde 30°C a 37°C ocune rna transici6n en la cepa

Ye3827 la curl se transforma de lisa en semi-rngosa (Kawaoka y col., 1983), posteriormente

se ha establecido que a 37°C se jnhibe la transcripci6n de la region ;;fty (AI-Hendy y col.,

1991).  En E. co/j. se ha detectado variaciones en el contehido de manosa del antigeno 0 del

LPS en respuesta a alteraciones en las condiciones de crecimiento (Taylor y col.,1981) y la

reducci6n en la expresi6n del gen zrzal a 42°C (Pradel y Schnaitman,  1991).   Mds air la

sintesis y eusamblaje del LPS involucra un gran ndmero de genes y es un proceso de alta

complejidad (Neidhardt y VinBogelen, 1987).

No se detectaron alteraciones en el patron de proteinas de la membrana extema en las

mutantes MudJ obtehidas en esta Tesis, sin embargo, alguna de las numerosas proteinas del

espacio peripldsmico o de la membrana citoplasmatica bacteriana podrian ser el blanco de
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la mutaci6n por MudJ, conllevando la alteraci6n del antigeno 0 que se observa en todas las

mutantes obteridas.

Las mutantes TYT1200, TYT1201  y TYT1211  mostraron rna capacidad similar o

superior para resistir al pH 5 que la cepa parental.  Quizds, esta capacidad para resistir al pH

deido dentro de las celulas U937, determina que superen el proceso de selecci6n positiva o

que alcancen algdn compartimento intracelular especial impen`ncable a la acci6n de Amp.

Este tipo de mutantes es interesante, podrian tener rna virulencia aumentada.   I.a mayoria

de los estudios reali2ados para la caracterizaci6n de los factores de virulencia bacterianos,

ham  buscado  la  perdida  de  alguna  funci6n  importante  en  las  mutantes,  lo  que  ocurre

frecuentemente  cuando  la mutaci6n  ha sido pleiofropica o  en  genes  denominados  /7oas'c

4eepJ.ng (aquellos esenciales para el   metabolismo bacteriano).   En cambio, rna mutaci6n

que  aumenta  cierta  capacidad  de  la  bacteria,  probablemente,  esta  eliminando  alfgivi

elemento  que  interfiere per se  (por ejemplo,  algdn  gen  que  debe  ser reprimido)  o  esfa

afectando a algdn gen regulador, pemitiendo la expresi6n coustitutiva del factor requerido

para  el  proceso  analizado.    Asi  por  ejemplo,  el  locus  mw.4  de  la  cepa S.  fypAf."zfrj.2fm

W8600 ha sido caracterizado como un gen de avirulencia, este locus debe estar mutado para

quelabacteriaseavirulentaenratonesltys(Benjaminycol.,1991).

El metodo de selecci6n positiva en presencia de Amp ha pemitido prwiamente la

caracterizaci6n de un factor de virulencia de I I.sferf.cz mo#oeyroge#es..  la Listeriolisina, cuya

expresi6n es inducida frente a la temperatura y al  estres  oxidativo  (Camim 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 estles utilizadas.

Estos resultados apoyan la hip6tesis planteada:  los genes regulados por estres en S.  4{p/7;.

cumplen un papel importante en el fen6meno de sobrevida dentro de ]os macr6fagos U937.

Otro  supuesto  de  la  hip6tesis  es  que  los  elementos  que  participan  en   la  sobrevida

intracelular  de  S.  O{p4J.  son  elementos  de  ]a  superficie  bacteriana.    Cuando  se  infectan

ratones con S. fyp/zz. resuspendida en mucina se logra que la bacteria sobreviva dentro de los

macr6fagos peritoneales murinos; por el contrario, infectando en ausencia de mucina,  las

bacterias son totalmente eliminadas por el sistema fagocitico murino (Sein y col.,1993).  ha

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 ann en macrdfagos de

otra especie no susceptible a esta bacteria.

Tambi6n, en esta Tesis se ha encontrado una clara relaci6n entre la resistencia j.#

v;./ro al pH 5 y la capacidad de S.  typfej. Ty2  de sobrevivir dentro de las c6lulas U937.

Estos resultados sugieren que un mecanismo importante por el cual la bacteria sobrevive

intracelularmente es respondiendo y regulando su expresi6n genica frente al pH acido,

de tal manera, que sobrelleva esta y las otras condiciones de estr6s producidas por los

macrdfagos.



CONCLUSIONES

•   La expresi6n de genes afectada por la temperatura en S. 4p/?J. Ty2 es importante para

enfrentar la condici6n de pH 5.

•   S. fypfeJ. Ty2 posee actividades fosfatasas distintas de PhoN que funcionan a pH acido

y que interfieren con el analisis de la regulaci6n frente al pH 5.

•   La actividad  de  fosfatasa  alcalina  expresada por  el  transpos6n  Tnyfeof  mejora  la

capacidad de sobrevivir dentro de las c6lulas U937 de S. fypA;. Ty2.

•   La p6rdida de la actividad de fosfatasa alcalina en las mutantes S. fyprfe;. Ty2 Tap/2o4

A38, A18 y A52 ocasiona la disminuci6n en la capacidad de sobrevivir dentro de las

celulas U937 y la disminuci6n en la resistencia al pH 5.

•   En la interacci6n S. fyprfei. Ty2 macr6fago U937 participan proteinas que dan reacci6n

cruzada con anticuexpos anti fosfatasa alcalina de E. co/j. y se detecta la inducci6n de

rna actividad de fosfatasa funcional a pH 5.

•   La actividad de fosfatasa acida de S.  /}pfez. Ty2 es importante para ]os fen6menos de

sobrevida dentro de las c6lulas 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 expresi6n del gen mutado en la cepa S.  fyprfe; Ty2 TYT1231  es inducida a pH 5.

Confirmando que el esties es una sefial importante para la expresi6n de proteinas que

participan en la sobrevida de S. fypfej. Ty2 dentro de macr6fagos U937.

•   El regulador transcripcional Phop de S. fyp/2jmzfrj#" es hom6logo al de S. /}p/zf. y en

S. fypfeJ. Ty2 funciona en la regulaci6n de la actividad de fosfatasa a pH 7.

•   El  regulador transcripcional  Phop  en S.  fyp/2J. Ty2  participa en  la  inducci6n  de  la

expresi6n de un gen inducido frente al estres oxidativo del per6xido de hidrdgeno y

tambien es importante para ]a resistencia a]  pH 5 y para la sobrevida dentro de las

c6Iulas U937.

•   La resistencia al pH 5 por parte de S.  fypfeJ. Ty2 es un fen6meno que depende de la

fase  de  crecimiento  de  la  bacteria  y  puede  ser  uno  de  los  factores  detectados

importantes para evitar la acci6n litica del macr6fago.

•   El antigeno  0 del LPS  es importante para el  fen6meno de sobrevida dentro de  las

c6lulas U937 como lo demuestra la selecci6n de mutantes S. fypfeJ. Ty2 MudJ desde el

interior de las  c6lulas U937 en presencia de  ampicilina,  donde  todas  las  mutantes

seleccionadas resultaron semisensibles al fago Ffm.

•   El 60°/o de las mutantes S. 4{pfej Ty2 MudJ tienen reducida la capacidad de resistir al

pH 5, y la transcripci6n del gen mutagenizado en el 50°/o de 6stas exhibi6 regulaci6n

frente a las condicjones de estr6s empleadas en este estudio.
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