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RESUMEN

El lipopolisacarido (LPS) es el mayor componente de la superficie de bacterias Gram
negativo y un importante mediador de las interacciones con el hospedero durante el ciclo
infeccioso de bacterias patégenas. Tres dominios componen el LPS: el antigeno O (AgO),
el core u oligosacarido central y el lipido A. Todos los dominios del LPS pueden sufrir
modificaciones en respuesta a estimulos ambientales, sin embargo las modificaciones
realizadas sobre el lipido A son las mayormente estudiadas debido a su impacto sobre la
virulencia de bacterias patdgenas. Por ejemplo, se ha establecido que estas modificaciones
pueden aumentar la resistencia a péptidos catidnicos antimicrobianos producidos por el

hospedero y ayudan a evadir el reconocimiento del lipido A por los receptores TLR4.

Durante su ciclo infeccioso, Salmonella se ve enfrentada a distintas condiciones
ambientales a las cuales se debe adaptar mediante la regulacién de la expresion de sus
genes. Se ha evidenciado que en condiciones que simulan el interior de la vacuola
contenedora de Salmonella, esta bacteria altera la expresion de genes involucrados en la
modificacion del lipido A con el objetivo incrementar su supervivencia dentro de este
compartimiento. No obstante, la regulacion de la expresion de estos genes bajo otras
condiciones que enfrenta Salmonella durante su ciclo infeccioso aun no ha sido estudiada.
Dentro de este contexto, en el lumen intestinal Salmonella se debe adaptar a una
disminucion progresiva en la tension de oxigeno. Para eso, esta bacteria cuenta con varios
sensores que reconocen estos estimulos ambientales, los que a su vez activan a los
reguladores de respuesta encargados de modificar la expresion de genes para adaptarse
a esta condicién. Tal es el caso del regulador global de respuesta Fnr y del sistema de dos

componentes ArcA/ArcB.

Previamente, en nuestro laboratorio se demostré por analisis de qRT-PCR que varios
genes involucrados en la modificacién del lipido A son regulados por la disponibilidad de
oxigeno en forma dependiente de Fnr. En concordancia con los antecedentes expuestos,
este trabajo de tesis tuvo como objetivo principal determinar el rol de los factores
transcripcionales Fnr y ArcA sobre los cambios en la estructura del LPS y el lipido A en
respuesta a las variaciones en la disponibilidad de oxigeno y evaluar el efecto de esta
respuesta sobre la virulencia de S. Enteritidis en Danio rerio (pez cebra). Mas
especificamente, se evalud el efecto de la regulacion oxigeno-dependiente ejercida por

ArcA sobre la expresion de los genes IpxO 'y pagP. El gen IpxO codifica la dioxigenasa LpxO
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que hidroxila una cadena secundaria del lipido A de Salmonella, mientras que pagP codifica
la palmitoil transferasa PagP, encargada de la acilacién secundaria del lipido A. Estas
modificaciones son relevantes dentro del ciclo infeccioso de Salmonella, ya que disminuyen
la capacidad del lipido A de activar la respuesta inflamatoria en macréfagos. Sumado a lo
anterior, se escogio estudiar estas modificaciones debido a que la expresién de los genes
IpxO y pagP es regulada por la disponibilidad de oxigeno y, ademas, las especies

hidroxiladas y/o palmitoiladas de lipido A ya habian sido identificadas en S. Enteritidis.

En este trabajo de tesis se determind, mediante la construccion de fusiones
transcripcionales, que ArcA reprime la expresion de los genes IpxO y pagP en condiciones
anaerobicas de crecimiento, mientras que Fnr también reprime la expresion de [pxO bajo
las mismas condiciones. En el caso de la regulacion ejercida por ArcA, se demostré que
esta regulacion es directa ya que se predijo la existencia de tres sitios de unién a ArcA
(ABS) en el promotor de estos genes, los cuales tienen la capacidad de unirse in vitro a
ArcA fosforilada (ArcA-P). Ademas, mediante ensayos de cambio en la movilidad
electroforética, se logro identificar los ABS principalmente responsables de esta interaccion.
La mutaciéon puntual de estos ABS redujo la afinidad del promotor de IpxO por ArcA-P
in vitro. Esta es la primera evidencia que demuestra que ArcA regula directamente la
expresion de genes involucrados en la modificacion del lipido A de Salmonella en respuesta

a la disponibilidad de oxigeno.

Con el objetivo de evaluar el impacto de esta regulacion sobre la produccion de LPS
y la virulencia de S. Enteritidis, se construyeron mutantes por delecion génica de IpxO y
pagPy ademas, se generaron mutantes regulatorias de los mismos genes que presentaban
mutaciones puntuales en los ABS de sus promotores. Si bien se construyeron las mutantes
regulatorias, éstas no pudieron ser utilizadas por diferentes razones. Por un lado, por
razones que desconocemos la mutante regulatoria del gen JpxO no presentaba AgO,
mientras que la mutante regulatoria del gen pagP presentaba inactivacion de su promotor.
Independiente a los problemas mencionados, se realizaron ensayos de infeccion por
inmersion estatica en pez cebra con cepas de S. Enteritidis. Asi, se demostré que una
mutante que carece del gen pagP presenta un fenotipo atenuado de virulencia cuando se
compara con la cepa silvestre. Por otra parte, los resultados también indican que una
mutante carente del gen JpxO presenta un fenotipo mas virulento en comparaciéon con la
cepa silvestre. Para nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se evalua el impacto

de las modificaciones del lipido A sobre la virulencia de Salmonella en Danio rerio.
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ABSTRACT

Role of transcriptional factors Fnr and ArcA in the oxygen-dependent regulation of
lipopolysaccharide structural dynamics and its impact on the virulence of
Salmonella enterica serovar Enteritidis

Lipopolysaccharide (LPS) is the major component of the surface in Gram-negative
bacteria and it is an important mediator of the interactions with the host during the infective
cycle of pathogenic bacteria. LPS is composed by three domains: O antigen (OAg), core
oligosaccharide and lipid A. All LPS domains can undergo modifications in response to
environmental cues, however, lipid A modifications are the most studied because of their
impact on the virulence of pathogenic bacteria. For instance, it has been stablished that
these modifications can increase resistance to cationic antimicrobial peptides produced by
the host, and also help to evade lipid A recognition by TLR4 receptors.

During its infective cycle, Salmonella is faced with different environmental conditions
to which it must adapt by regulating the expression of its genes. It has been shown that
under conditions that mimic the interior of the Salmonella-containing vacuole, this bacterium
changes the expression of genes involved in lipid A modification, with the aim of increasing
its survival within this compartment. However, the regulation of the expression of these
genes under other conditions that Salmonella encounters during its infective cycle has not
been studied. Within this context, inside intestinal lumen Salmonella must adapt to the
progressive decrease in oxygen tension. For this, this bacterium has several sensors that
recognize these stimuli and activate response regulators which are in charge of modifying
the expression of genes in order to adapt to this condition. Such is the case of the global
response regulator Fnr and the ArcA/ArcB two-component system.

Previously in our laboratory it was demonstrated, by qRT-PCR analysis, that several
genes involved in the lipid A modification are regulated by oxygen availability in an
Fnr-dependent manner. In agreement with the evidence presented above, the main
objective of this thesis was to determine the role of the transcriptional factors Fnr and ArcA
on the changes in the structure of LPS and lipid A in response to changes in oxygen
availability, and to evaluate the effect of this response on the virulence of S. Enteritidis in
Danio rerio (zebrafish) alternative model. More specifically, we evaluated the effect of
oxygen-dependent regulation exerted by ArcA on the expression of JpxO and pagP genes.
IpxO gene encodes the dioxygenase LpxO that hydroxylates a secondary acyl chain of lipid
A in Salmonella, while pagP encodes the palmitoyl transferase PagP, responsible for the

secondary acylation of lipid A. These modifications are relevant during Salmonella infective
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cycle, as they decrease lipid A ability to activate the inflammatory response within
macrophages. In addition, we chose to study these modifications because IpxO and pagP
expression is regulated by oxygen availability, and also, hydroxylated and/or palmitoylated
lipid A species have been previously identified in S. Enteritidis.

In this thesis, by the construction and analysis of transcriptional fusions it was
determined that ArcA represses the expression of the [pxO and pagP genes in anaerobic
growth conditions, while Fnr also represses the expression of the /pxO under the same
growth conditions. In the case of the regulation exerted by ArcA, it was also shown that this
regulation is direct, since the promoters of these genes have three putative ArcA binding
sites (ABS) each and they are able to bind to phosphorylated ArcA (ArcA-P) in vitro. Also,
by electrophoretic mobility shift assays, the ABS mainly responsible for these interactions
were idenfied. Point-mutation of these ABS reduced the affinity of the promoters for ArcA-P
in vitro. This is the first evidence describing that ArcA directly regulates the expression of
genes involved lipid A modification in response to oxygen availability in Salmonella.

In order to evaluate the impact of this regulation on LPS production and on the
virulence of S. Enteritidis, IpxO and pagP deletion mutants were constructed and also,
regulatory mutants for the same genes, which had point-mutations in the ABS of their
promoters, were generated. Although these regulatory mutants were constructed, they could
not be used because of different reasons. On one hand, for unknown reasons the /[pxO
regulatory mutant did not present OAg, whereas the pagP regulatory mutant had an inactive
promoter. Despite of the aforementioned problems, infection assays by static immersion
were carried out in zebrafish with S. Enteritidis strains. Thus, it was shown that a mutant
lacking the pagP gene has an attenuated virulence phenotype when compared to a strain
with a wild-type phenotype. Otherwise, the results also indicate that a mutant lacking the
IpxO gene has an enhanced virulent phenotype when compared with the wild-type strain.
To our knowledge, this is the first report on the impact of lipid A modifications on Salmonella

virulence using the Danio rerio model.
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I. INTRODUCCION

El género Salmonella esta constituido por dos especies, S. bongoriy S. enterica. Esta
ultima incluye mas de 2500 serovares capaces de producir una variedad de enfermedades
tanto en el ser humano como en otros vertebrados (Brenner et al., 2000). Dentro de los
serovares que conforman la especie S. enterica, S. enterica serovar Typhi (S. Typhi),
S. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) y S. enferica serovar Enteritidis
(S. Enteritidis), son los mas estudiados debido al alto impacto que provocan sobre la salud

publica (Roberts & Sockett, 1994).

De los serovares previamente mencionados, S. Typhi es un patégeno altamente
adaptado a un hospedero especifico, el ser humano, siendo capaz de producir una
infeccion sistémica en él (Santos et al., 2001). Por otra parte, S. Typhimurium vy
S. Enteritidis tienen la capacidad de infectar a un amplio rango de hospederos, incluyendo
al ser humano. Particularmente, S. Enteritidis tiene la capacidad de establecer una
infeccion sistémica asintomatica en aves de corral, mientras que en roedores la
colonizacién sistémica genera un cuadro similar a la fiebre tifoidea en humanos. Por otra
parte, la manifestacion clinica mas comun de la infeccidon por S. Enteritidis en humanos
inmunocompetentes es la gastroenteritis (Guard-Petter, 2001). Asi, el tipo de enfermedad
producida no depende exclusivamente del serovar de Salmonella, sino también del
hospedero infectado y su estado inmunoldgico (Galan, 1999; Blanc-Potard et al., 1999).
Cabe destacar que S. Enteritidis es considerada la primera causa de salmonelosis
transmitida por los alimentos a nivel mundial (Roberts & Sockett, 1994; Guard-Petter,

2001).



I.1. Patogenia de la infeccién por Salmonella

El ciclo infeccioso de Salmonella se inicia con la ingesta de agua o alimentos
contaminados con la bacteria. Una vez ingerida, alcanza el estbmago de su hospedero
donde es capaz de resistir el pH acido y dirigirse al intestino delgado (Garcia-del Portillo et
al., 1993). En la porcién distal del ileo, Salmonella es capaz de atravesar la barrera epitelial
mediante diversos mecanismos y alcanzar el subepitelio donde es reconocida y fagocitada
principalmente por macréfagos (Vasquez-Torres et al, 1999). En humanos, el
reconocimiento de S. Typhimurium y S. Enteritidis por macréfagos induce la expresion de
genes proinflamatorios que producen un infiltrado rapido de polimorfonucleares,
predominantemente neutrofilos (Rosenberger et al., 2000; Nau et al., 2003). Esta respuesta
inflamatoria permite la eliminacién de la bacteria y conlleva la necrosis de la mucosa apical,

lo que finalmente desencadena la diarrea inflamatoria (Raffatellu et al., 2006).

Si la infeccioén es de caracter sistémico, como en el caso de S. Typhi en humanos y
de S. Enteritidis en roedores, la bacteria es capaz de sobrevivir y proliferar en los
macrofagos dentro de compartimientos vacuolares denominados “vacuolas contenedoras
de Salmonella” (SCV), para lo cual regula varias de las funciones de la célula hospedero.
Asi, la bacteria es llevada por los macréfagos hasta los nédulos linfaticos mesentéricos,
donde se multiplica activamente y entra a la circulacién, diseminandose por todo el

organismo (Everest et al., 2001).

Cabe mencionar que los mecanismos de infeccion utilizados por S. Enteritidis adn no
se comprenden a cabalidad; sin embargo, se propone que son similares a los utilizados por

S. Typhimurium.



1.1.1. Adaptacion ambiental de Salmonella y su efecto sobre la virulencia

Durante su ciclo infeccioso Salmonella debe sobrellevar el pH acido del estdmago,
enfrentar una baja tension de oxigeno y alta osmolaridad en el lumen intestinal, y un pH
moderadamente acido, baja disponibilidad de cationes divalentes y presencia de péptidos
catidnicos antimicrobianos dentro de la SCV. Salmonella, asi como otras enterobacterias,
es capaz de detectar estos estimulos ambientales y responder a ellos modificando la
expresion de genes involucrados en su metabolismo y respuesta a estrés (Haraga et al.,
2008). Para esto, la bacteria cuenta con diversos reguladores globales de respuesta, entre
los cuales se encuentran factores sigma alternativos, factores transcripcionales y sistemas
de dos componentes (Soncini & Groisman, 1996). Se ha establecido que estos reguladores
no solo modulan la expresién de genes involucrados en la supervivencia de Salmonella,
sino que también controlan la expresion de genes relativos a su virulencia, lo cual le permite
llevar a cabo exitosamente la colonizacion del hospedero (revisado en Hébrard et al.,

2011).

Por ejemplo, el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ responde a estimulos
ambientales que Salmonella enfrenta dentro de la SCV, como la disminucion de la
concentracién de cationes divalentes (Garcia Véscovi et al., 1996) y la presencia de
péptidos catidnicos antimicrobianos (CAMP) (Shprung et al., 2012). El regulador de
respuesta PhoP regula la expresion de mas de 200 genes en Salmonella, muchos de los
cuales son relevantes para la virulencia de la bacteria (Prost et al., 2007), ya que algunos
de éstos estan involucrados en la supervivencia de la bacteria al interior de macrofagos y
en la resistencia a CAMP (Groisman, 2001; Prost et al., 2007). Cabe destacar que el
sistema PhoP/PhoQ modula la actividad de otro sistema de dos componentes, PmrA/PmrB,
el cual es reconocido como el principal modulador de la resistencia a CAMP en

S. Typhimurium, ya que controla la expresion de genes involucrados en la modificacién del



lipopolisacarido (LPS) (Gunn & Miller, 1996), proceso que se discutira mas adelante. Si
bien el sensor PmrB se activa en condiciones de alta concentracion de cationes trivalentes,
Fe3*y Al** (Nishino et al., 2006), también es activado por PhoP/PhoQ a través de la proteina

PmrD que estabiliza a PmrA, promoviendo su actividad (Kato & Groisman, 2004).

Por otra parte, dentro del lumen intestinal Salmonella enfrenta dos grandes desafios
ambientales: alta osmolaridad y una disminucién progresiva de la tensiéon de oxigeno.
Dentro de este contexto, el sistema de dos componentes EnvZ/OmpR responde
principalmente a variaciones en la osmolaridad extracelular, regulando la expresion de
proteinas de membrana externa, como porinas (Wang et al., 2012). No obstante, este
sistema también es necesario para establecer la infeccion de S. Typhimurium en modelo
murino (Dorman et al., 1989) y es capaz de regular indirectamente la expresion de genes
pertenecientes a las islas de patogenicidad SPI-1 y SPI-2 (Lee et al., 2000; Ellermeier &

Slauch, 2007).

En bacterias, la adaptacion a la transicion desde un ambiente aerdbico a uno
anaerobico es regulado principalmente por el factor transcripcional Fnr y el sistema de dos
componentes ArcA/ArcB (Kiley & Beinert, 1998; Sawers, 1999; Fink et al., 2007; Ravcheev
et al., 2007). Ambos regulan la expresion de genes involucrados en el metabolismo
energético; sin embargo, también controlan la expresion de genes implicados en la
virulencia de Salmonella (Shalel et al., 2005). Por ejemplo, Fnr esta involucrado en la
expresion de genes pertenecientes a SPI-1 y al operon de virulencia srfABC en
S. Typhimurium, por lo cual es reconocido como un regulador global de la virulencia en
esta bacteria. Es mas, una mutante Afnr de S. Typhimurium resulta completamente
atenuada en un modelo murino de infeccion (Fink et al., 2007). Por su parte, ArcA regula
la expresion de genes pertenecientes a SPI-2 y SPI-3 (Evans et al., 2011). Si bien se ha

evidenciado que mutantes AarcA de S. Typhimurium y S. Enteritidis no son atenuadas en



modelos de infeccion murino (Lu et al., 2002; Evans et al., 2011), S. Enteritidis AarcA es
defectuosa en el establecimiento de la colonizacién sistémica en el mismo modelo de

infeccién (Silva et al., 2012).

A partir de los antecedentes expuestos, se desprende que los cambios ambientales
a los que se enfrenta Salmonella durante su ciclo infeccioso producen alteraciones en la

expresion de sus genes, lo que incide directamente sobre la virulencia de la bacteria.

1.1.2. Respuesta a variaciones en la disponibilidad de oxigeno y su impacto sobre la

virulencia de Salmonella

En las diferentes etapas de su ciclo infeccioso, Salmonella enfrenta variaciones en la
disponibilidad de oxigeno. Por una parte, la disponibilidad de oxigeno disminuye en forma
progresiva desde el ambiente externo hasta el intestino del hospedero, llegando a ser
practicamente nula en la sangre (Rychlik & Barrow, 2005). La adaptacion desde un
ambiente aerdbico a uno anaerdbico repercute directamente sobre la virulencia de la
bacteria, ya que se ha demostrado que S. Typhimurium crecida bajo condiciones limitantes
de oxigeno tiene una mayor capacidad invasiva y, ademas, presenta una mayor adherencia
a células epiteliales de mamiferos (Lee & Falkow, 1990). Por otra parte, se ha descrito que
S. Typhi crecida anaerébicamente presenta una mayor capacidad de invasiéon vy
proliferacion en células Hep-2 (Contreras et al., 1995) y que mutantes defectuosas en
respiracion anaerébica presentan una menor capacidad de invasién (Contreras et al.,
1997). Estos antecedentes indican que la disponibilidad de oxigeno es un aspecto clave

que incide sobre la virulencia de Salmonella.

Como se menciond en la secciéon anterior, Fnr y ArcA/ArcB son los principales

responsables de la respuesta de adaptacion de Salmonella a la baja tensién de oxigeno.



Fnr es un factor transcripcional que cuenta con un centro de [4Fe-4S]>* en su dominio
N-terminal y un dominio C-terminal de unién a DNA. El centro [4Fe-4S]?* se oxida en
presencia de oxigeno a [2Fe-2S]?%*, lo que produce la monomerizacion e inactivacion de
Fnr. En ausencia de oxigeno, el centro [4Fe-4S]?>* de Fnr permanece reducido, lo que
permite su dimerizacion y activacion (Gunsalus, 1992; Becker et al., 1996; Green & Paget,
2004). En su estado activo, Fnr regula la expresién de genes mediante su union directa a
sus regiones promotoras en secuencias especificas, denominadas sitios de unién a Fnr

(FBS), las cuales han sido caracterizadas en S. Typhimurium (Fink et al., 2007).

Por su parte, ArcA/ArcB es un sistema de dos componentes donde ArcB es un sensor
histidina quinasa y ArcA es el regulador de respuesta (luchi & Lin 1988; luchi et al., 1990).
ArcB es una proteina de membrana que detecta el estado redox del pool de quinonas, las
cuales, son indicadoras de las condiciones de respiracion (Green & Paget, 2004). ArcB se
activa por dimerizacion y autofosforilacion, para después transfosforilar y activar al factor
transcripcional ArcA (luchi et al., 1990). ArcA es una proteina citoplasmatica cuyo dominio
N-terminal tiene un residuo de Asp conservado fosforilable y un dominio hélice-giro-hélice
de unién a DNA en el C-terminal (luchi & Lin 1988). En su estado activo, ArcA forma un
octdmero (constituido por cuatro subunidades fosforiladas y cuatro desfosforiladas) que se
une a secuencias especificas en el promotor de los genes pertenecientes a su regulén
(Jeon et al., 2001). Estas secuencias se denominan sitios de unién a ArcA (ABS) y han

sido caracterizadas en S. Typhimurium (Evans et al., 2011).

Es importante mencionar que Fnr y ArcA, por lo general, trabajan en conjunto
regulando la transicion aerobiosis-anaerobiosis, ya que se ha evidenciado que varios genes
presentan simultdneamente FBS y ABS en su region promotora y, por lo tanto, su expresion

es regulada por ambos factores transcripcionales (Compan & Touati, 1994; Ravcheev et



al., 2007). Ademas, Fnr activa la expresion de arcA alterando la expresiéon de genes en

forma indirecta a través de este mecanismo (Fink et al., 2007).

Asi, los cambios en las condiciones ambientales que debe sobrellevar Salmonella
durante su ciclo infeccioso, como es el paso desde un ambiente aerébico a uno anaerébico,
son aprovechados por la bacteria para también alterar la expresién de sus genes de
virulencia, lo que le permite llevar a cabo eficientemente la infeccion. Dentro de este
contexto, el LPS es un importante factor de virulencia de bacterias Gram negativo y la
principal interface entre el medio intracelular de la bacteria y el medio externo, por lo que
esta molécula es ampliamente afectada por las condiciones ambientales que enfrentan las

bacterias (Raetz & Whitfield, 2002).

1.1.3. Patogenia de la infeccion por Salmonella en otros modelos biolégicos de

infeccioén

En los ultimos afios se ha observado un aumento en la cantidad de estudios que
utilizan hospederos alternativos como modelo para el estudio de patdégenos, entre los que
se encuentran protozoos, nematodos, insectos y peces (Irazoqui & Urbach, 2010; Coombes
& Robey, 2010). Dentro de este contexto surge Danio rerio (pez cebra) como modelo de
hospedero, el cual ofrece diversas ventajas sobre los modelos clasicos. El pez cebra es un
organismo vertebrado pequefo, que es transparente en sus primeros dias de vida y que
ademas puede ser fertilizado en forma externa (Kanther & Rawls, 2010; Tobin et al., 2012).
Una de las principales razones por las cuales el pez cebra surge como un modelo
alternativo adecuado para el estudio de la interaccion patégeno-hospedero es que presenta
tanto sistema inmune innato como adaptativo. Es mas, en este modelo se puede estudiar
la respuesta del sistema inmune innato sin involucrar las reacciones del sistema inmune

adaptativo, ya que el sistema innato es capaz de responder a infecciones con patdégenos



desde el primer dia post fertilizacion (dpf), mientras que el sistema adaptativo alcanza su
desarrollo a los 20 dpf (Herbomel et al., 1999; Le Guyader et al., 2008). Es importante
mencionar que la administracién de patégenos en este modelo se realiza principalmente
por microinyeccion o por inmersion estatica (van der Sar et al., 2003; Varas et al., 2017a &
2017b). Esta ultima consiste en la infeccidén no invasiva de larvas mediante su inmersion
en una suspensién de bacterias y refleja condiciones de infeccion similares a las que

ocurren naturalmente (Trede et al., 2004).

Existen estudios donde se ha determinado que S. Typhimurium es capaz de infectar
pez cebra, ya que la administracién de una cepa silvestre por microinyeccion produce la
muerte del pez (van der Sar et al., 2003; Varas et al., 2017a). Interesantemente, la
administracion a través la misma via de una mutante AaroA de S. Typhimurium (la cual es
atenuada en modelos clasicos de hospedero) presenta menor colonizacion del intestino,
no produce mortalidad en los peces y es eliminada del organismo luego de 28 h post
infeccion (Varas et al., 2017a). Es relevante mencionar que, al igual que en modelos
clasicos, S. Typhimurium es capaz de residir y multiplicarse en el interior de células tipo
macrofagos y células epiteliales de pez cebra (van der Sar et al.,, 2003). También se ha
evidenciado que S. Typhimurium es capaz de infectar larvas de pez cebra mediante
inmersion estatica, siendo capaz de colonizar el intestino del pez y generar inflamacion de
su cloaca. En este caso, se ha reportado que al tercer dia post infeccion (dpi) se observa
reclutamiento de neutrdfilos en la zona anal, produciendo un sindrome similar al de cloacitis

(Varas et al., 2017Db).

Si bien los mecanismos por los cuales Salmonella es capaz de infectar a pez cebra
no son completamente conocidos, este modelo parece adecuado para el estudio de la
interaccion patégeno-hospedero de esta bacteria. Lo anterior se sustenta en que mutantes

de Salmonella que carecen de factores importantes de virulencia, como el antigeno O y el



core del LPS, son menos virulentas que la cepa silvestre en este hospedero (van der Sar
et al., 2003), lo cual se correlaciona con lo observado en hospedero clasicos (Nevola et al.,

1985; lig et al., 2009; Stone et al., 1992; Hoare et al., 2006; Bravo et al., 2011).

I.2. Estructura y biosintesis del lipopolisacarido de Salmonella

EI LPS es un glicolipido complejo, constituido por tres dominios estructurales que son
el lipido A, el core u oligosacarido central y el antigeno O (AgO) (Figura 1). El lipido A
corresponde a un dimero de N-acetilglucosamina que se encuentra fosforilado y acilado
con un numero variable de cadenas de acidos grasos e hidroxigrasos. El lipido A representa
el ancla hidrofébica del LPS a la membrana externa de la bacteria y es el responsable de
la actividad téxica de la molécula, por lo que se conoce como endotoxina (Rietschel et al.,
1994). Este componente esta unido covalentemente al core, que corresponde a un
oligosacarido fosforilado constituido de heptosas (core interno) y hexosas (core externo)
que, a su vez, se une al AgO. Este ultimo estd compuesto por un numero variable de
unidades repetidas de un oligosacarido (conformado por tres a seis unidades de azucares)
y se proyecta hacia el exterior de la superficie bacteriana (Reeves et al., 1996). Tanto el
lipido A como el core del LPS son conservados en todas las especies de enterobacterias,
mientras que el AgO presenta variabilidad estructural incluso dentro de una misma especie
en términos de los azucares que lo constituyen y el orden en que éstos se disponen en el
oligosacarido (Nikaido & Vaara, 1985; Schnaitman & Klena, 1993; Raetz & Whitfield, 2002;

Caroff & Karibian, 2003).

La biosintesis del LPS es un proceso complejo que comienza con la sintesis del
lipido A en la cara citoplasmatica de la membrana interna, donde nueve enzimas son las
encargadas de sintetizar el lipido A-Kdo (revisado en Raetz et al., 2009). Sobre esta

molécula se ensamblan las azicares del core gracias a la accién de glicosiltransferasas



que, en su mayoria, se encuentran codificadas en el operon waa (rfa) (revisado en
Whitfield, 1995). Cada unidad de lipido A-core es translocada a la cara periplasmatica de

la membrana interna por la flipasa MsbA (revisado en Wang & Quinn, 2010).
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Figura 1. Estructura del lipopolisacarido (LPS) de S. Enteritidis. A) Estructura esquematica del
LPS de S. Enteritidis (basado en Maeshima & Fernandez, 2013). Se muestran los diferentes
dominios que componen el LPS: Antigeno O en rojo, oligosacarido central o core (externo e interno)
en verde, y lipido A en azul. B) Descripcion de los azucares y moléculas que componen el LPS.
Abreviaturas: Man: manosa, Rha: ramnosa, Gal: galactosa, Glc: glucosa, Tyv: tivelosa,
GlcNac: N-acetilglucosamina, Hep: heptosa, KDO: acido 3-desoxi-D-mano-oct-2-ulosonico,
EtN: etanolamina, GIcN: glucosamina, P: grupo fosforilo. "n": denota el numero de unidades
repetidas del AgO.

En forma paralela a la sintesis de lipido A-core, en la cara citoplasmatica de la
membrana interna ocurre la sintesis de los monémeros del AgO a cargo de enzimas que
se encuentran codificadas en el operén wba (rfb) (revisado en Whitfield, 1995). Estos
mondémeros son translocados a la cara periplasmatica de la membrana interna por la
proteina Wzx y luego son polimerizados por la accién de la polimerasa Wzy, en conjunto

con el regulador de largo de cadena Wzz. Cada cadena de AgO es ligada a una unidad de
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lipido A-core por la ligasa Waal. Finalmente, el transportador LptABCDEF es el encargado
de transportar el LPS completo a la cara externa de la membrana externa (Wang & Quinn,
2010). Es importante mencionar que las bacterias Gram negativo presentan largos de
cadena preferenciales de su AgO, que son determinados por los reguladores Wzz. Asi, en
el caso de S. Enteritidis se observa una distribucion bimodal que comprende un LPS largo
(L-AgO), formado por 16 a 35 unidades repetidas de AgO, y un LPS muy largo (VL-AgO),
que esta formado por mas de 100 unidades repetidas de AgO (Bravo et al., 2008),
determinados por los reguladores Wzzse y Wzzsepe, respectivamente (Batchelor et al., 1992;

Bastin et al., 1993; Murray et al., 2003; Bravo et al., 2008).

Durante el ciclo infeccioso de Salmonella, el LPS participa en los procesos de
adherencia, colonizacién intestinal (Nevola et al., 1985; lig et al., 2009) y resistencia a
CAMP vy al sistema del complemento (Pier et al., Molinaro et al., 2015) Ademas, es
necesario para la adherencia e invasion del epitelio intestinal en las primeras etapas del
ciclo infeccioso de S. Typhi (Horae et al., 2006) y S. Typhimurium (Bravo et al., 2011), y en
la resistencia a suero en etapas posteriores (Bravo et al., 2008). Considerando que el LPS
estd en contacto directo con el medio extracelular, sufre diversas modificaciones en
respuesta a los estimulos ambientales a los cuales se enfrenta la bacteria al interior del
hospedero para cumplir mas eficientemente su rol como factor de virulencia (Simpson &

Trent, 2019).

1.2.1. Modificacién del LPS y su impacto sobre la virulencia de Salmonella

En la actualidad se reconoce al LPS como una estructura dinamica que presenta
diversas modificaciones en respuesta a sefales ambientales. Si bien todos los dominios
del LPS pueden sufrir modificaciones, las realizadas sobre el lipido A son las mayormente

estudiadas debido a su impacto sobre la patogénesis de Salmonella. El lipido A es el
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dominio minimo del LPS capaz de activar al receptor tipo Toll 4 (TLR4) presente en la
superficie de células del sistema inmune innato del hospedero, como los macréfagos
(Molinaro et al., 2015). La interaccion entre el lipido A y TLR4 desencadena la activacion
de una via de sefalizacion en la célula del hospedero que finalmente resulta en la sintesis
y secrecion de mediadores inflamatorios como TNF-a, IL-6 e IL-1B (Takeuchi & Akira,

2010).

La estructura candnica del lipido A corresponde a un dimero de N-acetilglucosamina
que se encuentra fosforilado en sus extremos y sustituido con cuatro cadenas de acidos
grasos. A su vez, dos de estas cadenas presentan una cadena de acidos grasos como
sustituyente, lo que genera un lipido A hexaacilado o “candnico” (Figura 2A). Existen
diversas enzimas de Salmonella que son capaces de modificar covalentemente el lipido A
con el objetivo de hacer mas eficiente el proceso de infeccion (Raetz & Whitfield, 2002).
Dentro de las enzimas modificadoras de lipido A estan aquellas que catalizan la adicion de
grupos polares al lipido A (EptA, ArnT, LpxO), la desacilacion de esta molécula (LpxR,

PaglL) y la adicién de cadenas aciladas (PagP) (Figura 2B).

EptA es una fosfoetanolamina transferasa que adiciona fosfoestanolamina
mayoritariamente al fosfato 1 del lipido A y en ocasiones puntuales al fosfato 4' (Lee et al.,
2004). ArnT es una aminoarabinosa transferasa que adiciona aminoarabinosa (L-Ara4N) al
fosfato 4' (Gunn et al., 1998; Trent et al., 2001b). Ambos grupos, fosfoetanolamina y
L-Ara4N, permiten enmascarar la carga negativa de los fosfatos del lipido A, reduciendo la
susceptibilidad de la bacteria a CAMP (Gunn et al., 1998; Lee et al., 2004). Mutantes de
S. Typhimurium incapaces de sintetizar y/o transferir L-Ara4N o etanolamina al lipido A son
atenuadas en un modelo murino cuando son administradas por via oral (Gunn et al., 1998;
Gunn et al., 2000; Strandberg et al. 2012). Por otra parte, LpxO es una dioxigenasa que

cataliza la hidroxilacion de una cadena acilada del lipido A, dando lugar al motivo
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S-2-hidroximiristato. LpxO utiliza Fe?* y a-cetoglutarato como cofactores y O, como
sustrato (Gibbons et al., 2000; Gibbons et al., 2008). La hidroxilacion del lipido A confiere
a la bacteria una menor permeabilidad de la membrana frente a iones organicos (Murata
et al., 2007). Moreira et al. (2013) demostraron que mutantes de S. Typhimurium que
presentan un exceso o deficiencia en la hidroxilacion del lipido A son atenuadas en modelos

murinos de colitis e infeccion sistémica.
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Figura 2. Modificacién covalente del lipido A de Salmonella. A) Lipido A canénico de Salmonella
(hexaacilado sin modificaciones). B) Modificaciones covalentes que puede sufrir el lipido A de
Salmonella. En verde se muestran los grupos covalentes: aminoarabinosa adicionado por ArnT,
fosfoetanolamina por la accion de EptA y el grupo hidroxilo agregado por LpxO. En rojo se muestran
las cadenas que son extraidas por las desacilasas LpxR y PagL. La cadena acilada en color azul
corresponde al palmitato que agrega la palmitoil transferasa PagP.

LpxR y PaglL, corresponden a 3'-O-desacilasa y 3-O-desacilasa de lipido A,
respectivamente. Asi, LpxR cataliza la produccion del lipido A tetraacilado, mientras que
PagL produce lipido A pentaacilado (Trent et al., 2001a; Reynolds et al., 2006; Rutten et
al., 2009). Por otra parte, PagP es una palmitoil transferasa encargada de generar lipido A
heptaacilado (Guo et al., 1998). Esta descrito que todas las modificaciones en el numero

de cadenas del lipido A, catalizadas por LpxR, PagL y/o PagP, son importantes para la
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virulencia de Salmonella ya que disminuyen la capacidad del LPS de inducir la sefializacion
mediada por TLR4. (Tanamoto & Azumi 2000; Kawasaki et al., 2004; Kawasaki et al., 2005;
Kawasaki et al., 2012). Ademas, se ha demostrado que la presencia de lipido A penta o
heptaacilado conlleva alteraciones en la fluidez de la membrana externa que aumentan la
resistencia a CAMP (Guo et al., 1998; Kawasaki et al., 2007). Incluso, Kawano et al. (2010)
demostraron que mutantes AlpxR de S. Typhimurium presentan defectos en la

supervivencia intracelular en macréfagos murinos.

Los antecedentes expuestos demuestran que las modificaciones que sufre el lipido A
en el transcurso de una infeccién son importantes para la virulencia de Salmonella. Como
se mencionod, estas modificaciones no ocurren en forma constitutiva, sino que responden
a las condiciones ambientales a las cuales la bacteria se ve expuesta durante su ciclo
infeccioso, siendo los sistemas de dos componentes PhoP/PhoQ y PmrA/PmrB

importantes reguladores de este proceso (Raetz et al., 2007).

1.2.2. Reconocimiento del lipopolisacarido de Salmonella en Danio rerio

El TLR4, receptor altamente conservado en organismos vertebrados, se ha descrito
como el principal encargado del reconocimiento del lipido A en modelos clasicos de
infeccidon (Miller et al., 2005). Pez cebra posee 2 ortélogos de tIr4 cuyos productos son
capaces de reconocer el lipido A de diversas bacterias, como E. coli, y desencadenar una
respuesta inflamatoria mediada por NF-«xB (Jault et al., 2004; Sepulcre et al., 2009). Sin
embargo, se ha reportado que ambos TLR4 de pez cebra eran incapaces de reconocer el
lipido A de S. Typhimurium (Sepulcre et al., 2009), lo cual resulta novedoso considerando
que Salmonellay E. colitienen la misma estructura candnica de lipido A (Raetz & Whitfield,

2002). No obstante, Salmonella presenta un patron diferencial de modificaciones del
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lipido A con respecto a E. coli, ya que ésta ultima no presenta ortélogos de IpxO y IpxR
(Raetz et al., 2007). Considerando lo anterior, es concebible pensar que el reconocimiento
diferencial del lipido A de S. Typhimurium y de E. coli por parte de los TLR4 de pez cebra
podria ser atribuible a los diferentes patrones de modificacion que presenta esta molécula

en cada bacteria.

1.2.3. Regulaciéon ambiental de la estructura del lipido A de Salmonella

Numerosos estudios validan que las modificaciones del lipido A ocurren en respuesta
a estimulos ambientales en bacterias Gram negativo (revisado en Raetz et al., 2007). Como
se menciono, el sistema PhoP/PhoQ es un importante regulador de la virulencia en
Salmonella y responde a las condiciones ambientales que este patdégeno enfrenta dentro
de la SCV (Garcia Véscovi et al., 1996; Shprung et al., 2012). Este sistema modula la
modificacion del lipido A mediante el control de la expresion de los genes que codifican las
enzimas modificadoras de esta molécula (Guo et al., 1997; Gunn et al., 2000; Gibbons et
al., 2005). La expresion de pagl y pagP es regulada por este sistema en forma directa
(Guo et al., 1998; Trent et al., 2001a). En cambio, PhoP/PhoQ regula en forma indirecta la
expresion de arnT y eptA mediante el control de la activacion del sistema PmrA/PmrB
(Gunn & Miller, 1996). El sistema PmrA/PmrB es reconocido como un importante regulador
de la dinamica estructural del LPS, puesto que ademas de regular directamente la
expresion de arnT y eptA, modula la distribucién de largos de cadena del AgO a través de
la regulacién de la expresion de los genes que codifican los reguladores de largo de cadena

Wzz (Gunn, 2008; Zhou et al., 2001; Delgado et al., 2006; Farizano et al., 2012).

Existen otros mecanismos por los cuales se regula la remodelacién del lipido A en
Salmonella. Por ejemplo, Moreira et al. (2013) describieron un mecanismo por el cual la

proteina VisP es capaz de regular negativamente la actividad de LpxO, mediante la
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interaccion directa entre ambas proteinas. Por otra parte, el RNA pequerio regulatorio MicF

modula la expresiéon de IpxR en forma postranscripcional (Corcoran et al., 2012).

En conjunto, estos antecedentes indican que la modificacién del lipido A es un
proceso altamente regulado que responde a las condiciones ambientales a las cuales se

enfrenta Salmonella durante su ciclo infeccioso.

1.2.4. Efecto de la disponibilidad de oxigeno sobre la estructura del lipopolisacarido

Como se menciond, el LPS es un factor de virulencia dinamico en Salmonella que
puede sufrir modificaciones en respuesta a estimulos ambientales, lo que, a su vez, le
confiere ventajas adaptativas a este patdogeno durante su ciclo infeccioso (revisado en
Raetz et al., 2007). Considerando que la baja disponibilidad de oxigeno es una condicién
a la cual Salmonella se enfrenta en el lumen intestinal de su hospedero, es concebible
pensar que esta sefal ambiental pueda ser utilizada por la bacteria para inducir

remodelaciones en la estructura de su LPS.

Trabajos realizados en nuestro laboratorio muestran que la distribucion de largos de
cadena del AgO en S. Enteritidis es regulada por la disponibilidad de oxigeno. Este
fendmeno ocurre debido a que los factores transcripcionales ArcA y Fnr son capaces de
controlar en forma antagodnica la expresion de los genes wzzse y Wzziepe, que codifican los
reguladores de largo de cadena del AgO en esta bacteria (Silva-Valenzuela et al., 2016).
Ademas, trabajos no publicados de nuestro laboratorio demuestran que la expresion de
otros genes involucrados en la sintesis del LPS (waaQ, wzy y waal) y en su modificacion
(arnT, eptA, eptB, Ipx0O, IpxR y pagP) es modulada por la disponibilidad de oxigeno en
S. Enteritidis. Interesantemente, también se observd que esta regulacion dependiente de

oxigeno, se pierde en algunos de estos casos en una mutante Afnr de S. Enteritidis, lo que
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indica que el factor transcripcional Fnr seria responsable de mediar los cambios en la

expresion de dichos genes.

Por otra parte, los resultados obtenidos por Felipe Velazquez en su Memoria de Titulo
muestran que el grado de hidroxilacion del lipido A depende de la disponibilidad de oxigeno
en S. Enteritidis (Velasquez, 2016). Esto se evidencié mediante analisis de espectrometria
de masas del lipido A y la medicién de los niveles de transcrito de JpxO (gen que codifica
la dioxigenasa responsable de la hidroxilacién del lipido A) en S. Enteritidis crecida en
condiciones aerdbicas y anaerébicas. Como se observa en la Figura 3A (panel izquierdo),
en condiciones aerébicas de crecimiento, la abundancia relativa de especies de lipido A
hidroxilado (m/z 1812 y 2052, esquematizados en la Figura 3B) fueron mayores que las
de sus contrapartes no hidroxiladas (m/z 1796 y 2036, esquematizados en la Figura 3B).
Sin embargo, en la misma cepa crecida en condiciones anaerébicas se observo que la
abundancia relativa de las especies de lipido A no hidroxiladas era mayor (Figura 3A, panel
derecho). Ademas, mediante ensayos de qRT-PCR se determiné que la expresion relativa
de IpxO disminuye en condiciones anaerdbicas de crecimiento (Figura 3C) (Velasquez,
2016). Estos resultados indican que la expresion la expresion de [pxO es reprimida en
condiciones de crecimiento anaerdébico, lo que conlleva la disminucidn de la hidroxilacion

del lipido A en S. Enteritidis bajo estas condiciones.

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio sumados a los encontrados en la
literatura, nos llevaron a pensar que el oxigeno es un importante modulador de la dinamica
estructural del LPS y que tanto Fnr como ArcA podrian participar en este proceso

regulatorio.
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Figura 3. La disponibilidad de oxigeno modula la hidroxilacién del lipido A y la expresion de
IpxO en S. Enteritidis. A) Se determind la distribucion de especies del lipido A en S. Enteritidis
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. El lipido A fue purificado desde bacterias crecidas
en medio minimo E (MME) en condiciones aerébicas y anaerobicas. Los valores de m/z obtenidos
se indican en cada caso. B) Esquema de las especies de lipido A identificadas mediante
espectrometria de masas. Los valores de m/z tedricos se indican en cada caso. C) Mediante
gRT-PCR se determind la expresion de [pxO (normalizada con respecto a la expresion del gen
housekeeping rpoD) en bacterias crecidas en MME en aerobiosis (barra azul) y anaerobiosis (barra
roja). La significancia estadistica se determiné mediante la prueba t de Student, *p<0,05 vs.

aerobiosis.

Los antecedentes expuestos se pueden resumir de la siguiente manera:

1. Durante su ciclo

infeccioso Salmonella se ve enfrentada a distintas

condiciones ambientales, donde uno de los principales desafios es la baja

tension de oxigeno en el intestino y la sangre del hospedero.
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2. La transicion desde un ambiente aerdébico a uno anaerdbico contempla
cambios en la expresion de un gran numero de genes, siendo los factores
transcripcionales Fnr y ArcA importantes reguladores de este proceso.

3. Las modificaciones covalentes del lipido A son importantes para la virulencia
de Salmonella, ya que aumentan la resistencia a CAMP y ayudan a la evasion
del reconocimiento por parte de TLR4.

4. Las modificaciones covalentes del lipido A ocurren en respuesta a las
condiciones ambientales a las cuales se enfrenta la bacteria. Por lo general,
esta regulacion ocurre a través del control de la expresién de los genes que
codifican las enzimas modificadoras del lipido A.

5. Estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran que la expresion de
genes involucrados en la biosintesis y modificacién del LPS es modulada por
la disponibilidad de oxigeno y que tanto Fnr como ArcA participan en la

regulacion de este proceso en S. Enteritidis.

Cabe mencionar que a la fecha no se han realizado estudios que permitan dilucidar
el mecanismo por el cual los factores transcripcionales Fnr y ArcA regulan la expresion
dependiente de oxigeno de genes involucrados en la dinamica estructural del LPS en
S. Enteritidis. Mas aun, se desconoce completamente la incidencia que presenta esta

regulacion sobre la virulencia de esta bacteria.
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1.3. Hipétesis

Los factores transcripcionales Fnr y ArcA regulan directamente la expresion de genes
involucrados en la dinamica estructural del LPS en respuesta a la disponibilidad de oxigeno

en S. Enteritidis. Este proceso regulatorio es requerido para la virulencia de S. Enteritidis.

I.4. Objetivo General

Determinar el rol de los factores transcripcionales Fnr y ArcA sobre los cambios en la
estructura del LPS en respuesta a la disponibilidad de oxigeno y evaluar el efecto de esta

respuesta sobre la virulencia de S. Enteritidis.

1.5. Objetivos Especificos

1. Determinar si los factores transcripcionales Fnr y ArcA regulan directamente la
expresion de genes involucrados en la dinamica estructural del LPS en respuesta a

la disponibilidad de oxigeno en S. Enteritidis.

2. Determinar el efecto de la regulacion transcripcional de los genes involucrados en
la dindmica estructural del LPS por parte de Fnr y ArcA sobre la estructura del LPS

en condiciones de crecimiento aerdbicas y anaerodbicas en S. Enteritidis.

3. Determinar el impacto de la regulacién de la estructura del LPS mediada por la

disponibilidad de oxigeno sobre la infeccion de S. Enteritidis en Danio rerio.
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Il. MATERIALES Y METODOS

I1.1. Reactivos

De Becton Dickinson (East Rutherford, NJ, EEUU) se obtuvo: Difco Salmonella O antisuero

grupo D1 (Factores 1, 9, 12).

De Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EEUU) se obtuvo: acrilamida/bisacrilamida

(37,5:1), BioSafe Coomassie G-250.

De Biotium Inc. (Fremont, CA, EEUU) se obtuvo: GelRed (para tincién de acidos nucleicos).

De New England Biolabs (Ipswich, MA, EEUU) se obtuvo: estandares de peso molecular

de 100 pb y 1 kb, Phusion High-Fidelity DNA polimerasa y T4 DNA ligasa.

De Fermelo S.A. se obtuvo: Oligonucleétidos IDT.

De Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, EEUU) se obtuvo: acrilamida, agarosa

ultrapura, lisozima, N,N’-metilenbisacrilamida ultrapura y Tag DNA polimerasa.

De Merck Quimica Chilena Soc. Ltda. se obtuvo: acetato de sodio, acido acético glacial,

acido bodrico, acido citrico monohidratado, acido clorhidrico fumante, amoniaco 25%,
amortiguador TAE 25x, bacto-agar, carbonato de sodio, cloroformo, cloruro de calcio
dihidratado, cloruro de magnesio hexahidratado, cloruro de potasio, cloruro de sodio, etanol
absoluto, extracto de levadura, formaldehido, fosfato de amonio y sodio tetrahidratado,
fosfato diacido de sodio monohidratado, fosfato monoacido de potasio trihidratado, fosfato
monoacido de sodio dihidratado, filtros Millipore (poros de 0,02 um de diametro), glicerol,
glicina, glucosa, hidréxido de sodio, imidazol, indicador de anaerobiosis Anaerotest,
isopropanol, nitrato de plata, persulfato de amonio, peryodato de sodio, sulfato de

magnesio heptahidratado, TEMED vy triptona.
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De Promega (Madison, WI, EEUU) se obtuvo: dNTPs, DTT, GoTag DNA polimerasa,

fosfatasa alcalina de camardn y sistema comercial de clonamiento pGEM-T Easy.

De Qiagen (Hilden, Alemania) se obtuvo: sistema comercial para extraccion de DNA

plasmidial QIAprep Spin Miniprep kit, sistema comercial para purificacion de DNA desde
gel de agarosa QIAquick Gel extraction kit y sistema comercial para purificacion de

productos de PCR QIAquick PCR purification Kit.

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

azul de bromofenol, B-mercaptoetanol, carbamoil fosfato disddico, cloranfenicol (Cam),
céctel inhibidor de proteasas complete mini EDTA-free, EDTA, kanamicina (Kan) ONPG,
proteinasa K y sistema comercial de extraccion de DNA gendmico GenElute Bacterial

Genomic DNA kit.

De US Biological (SWAMPSCOTT, MA, EEUU) se obtuvo: SDS, tris base y tricina.

De Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA, EEUU) se obtuvo: 6X DNA Joading dye,

Coomasie plus protein assay reagent, enzima de restriccion BamHI, estandar de albumina,
generador de anaerobiosis Anaerogen, estandar de peso molecular PageRuler prestained

protein laddery sistema comercial de expresion pBAD-TOPO TA.

De Winkler (Santiago, Chile) se obtuvo: agua libre de nucleasas y etanol 95%.
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Il.2. Cepas bacterianas

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

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en esta tesis.

Salmonella enterica serovar Enteritidis

Cepa Genotipo/Fenotipo relevante Fuente/Referencia
NCTC13349 Cepa silvestre Stock de
Laboratorio
AarcA::Cam NCTC13349 AarcA::Cam, CamR Este trabajo
Afnr::Cam NCTC13349 Afnr::Cam, CamR Este trabajo
AlpxO NCTC13349 AlpxO::FRT Stock de
Laboratorio
AlpxO::Kan NCTC13349 AlpxO::Kan, KanR Stock de
Laboratorio
AlpxO NCTC13349 AlpxO::FRT Stock de
Laboratorio
ApagP::Kan NCTC13349 ApagP::Kan, KanR Este trabajo
ApagP NCTC13349 ApagP::FRT Este trabajo
pWRK-Cam NCTC13349 attG1::pWRK-Cam, CamR Este trabajo

AlpxO/pWRK-Cam

NCTC13349 AlpxO::FRT
aftG1::.pWRK-Cam, CamR

Este trabajo

AlpxOIpWRK-Pwt-IpxO

NCTC13349 AlpxO::FRT
attG1:pWRK-Pwr-lpxO, CamR

Este trabajo

AlpxO/IpWRK-Px-IpxO

NCTC13349 AlpxO::FRT
attG1::pWRK-Px-lpxO, CamR

Este trabajo

ApagP/IpWRK-Cam

NCTC13349 ApagP::FRT
aftG1::.pWRK-Cam, CamR

Este trabajo

ApagP/pWRK-Pwr-pagP

NCTC13349 ApagP::FRT
attG1::pWRK-Pwr-pagP, CamR

Este trabajo

ApagP/pWRK-Pxx-pagP

NCTC13349 ApagP::FRT
attG1::pWRK-Pxx-pagP, CamR

Este trabajo

IpxO-lacZ

NCTC13349 ¢(jpxO'-lac*), KanR

Este trabajo

IpxO-lacZ AarcA

NCTC13349 ¢(/pxO'-lac*) AarcA::Cam,
KanR, CamR

Este trabajo

IpxO-lacZ Afnr

NCTC13349 ¢(/pxO'-lac*) Afnr::Cam,
KanR, CamR

Este trabajo

KanR, CamR

pagP-lacZ NCTC13349 ¢(pagP'-lac*), KanR Este trabajo

pagP-lacZ AarcA NCTC13349 ¢(pagP'-lac*) AarcA::Cam, Este trabajo
KanR, CamR

pagP-lacZ Afnr NCTC13349 ¢(pagP'-lac*) Afnr::Cam, Este trabajo
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Pwr-pagP-lacZ

NCTC13349
attG1::pWRK- ¢(Pwr-pagP'-lac’),
CamR, KanR

Este trabajo

Pxx-pagP-lacZ

NCTC13349
attG1::pWRK- &(Pxx-pagP'-lac*),
CamR, KanR

Este trabajo

Escherichia coli

lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1
nupG

Cepa Genotipo/Fenotipo relevante Fuente/Referencia
DH5a F- ®80 /acZAM15 endA1 recA1 hsdR(r« mx’) | Stock de
SUpPE44 thi-1 gyrA relA1 A(lacZYA-argF)U169 | Laboratorio
DH5a A pir endA1 hsdR17 supE44 thi-1 recA1 gyrA relA1 | Donado por el Dr.
A(lacZYA-argF)U169 deoR ®80 lacZAM15 Juan Carlos
Apir Salazar
TOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80 Invitrogen

11.3. Plasmidios

En la Tabla 2 se sefialan los plasmidios utilizados en el desarrollo de esta tesis.

Tabla 2. Plasmidios utilizados en esta tesis.

Plasmidio Caracteristicas Fuente/Referencia

pCLF4 bla PS1 FRT aph FRT P17 PS2 oriR6K, AmpR, | Santiviago et al.,
KanR 2009

pCLF3 bla PS1 FRT cat FRT P17 PS2 oriR6K, AmpR, | Santiviago et al.,
CamR 2009

pKD46 bla P, gam bet exo oriR pSC101 oriTS, Amp~® g)oaé%enko & Wanner,

pCP20 bla cat cI857 \Pr flp pSC101 oriTS, AmpR, | Cherepanov &
CamR Wackernagel, 1995

pKG136 aph FRT lacZY* this oriR6K, KanR Ellermeir et al., 2002

pGEM-T Easy Vector de clonamiento, AmpR Promega

pGEM-Pwr-lpxO

pGEM-T que posee clonado el gen IpxO con su
promotor silvestre

Este trabajo

pGEM-Px-lpxO

pGEM-T que posee clonado el gen IpxO con su
promotor mutado en un ABS

Este trabajo

pGEM-Pwr-pagP

pGEM-T que posee clonado el gen pagP con su
promotor silvestre

Este trabajo
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pGEM-Pxx-pagP

pGEM-T que posee clonado el gen pagP con su | Este trabajo
promotor mutado en dos ABS

pWRK-Cam

cat oriVR6K int attP (Gifsy-1) Pjac, CamR Stock de laboratorio

pWRK-Pwt-lpxO

pWRK-Cam que posee clonado el gen IpxO
con su promotor silvestre

Este trabajo

pWRK-Px-IpxO

pWRK-Cam que posee clonado el gen [pxO
con su promotor mutado en un ABS

Este trabajo

pWRK-Pwr-pagP

pWRK-Cam que posee clonado el gen pagP
con su promotor silvestre

Este trabajo

pWRK-Pxx-pagP

pWRK-Cam que posee clonado el gen pagP
con su promotor mutado en dos ABS

Este trabajo

pBAD-TOPO Vector de expresion, araC-Parasap, AmpR Invitrogen

parcA pBAD-TOPO que posee clonado el gen arcA Silva-Valenzuela et
de S. Enteritidis NCTC13349 (con su al., 2016
promotor), AmpR

pfnr pBAD-TOPO que posee clonado el gen fnrde | Silva-Valenzuela et
S. Enteritidis NCTC13349 (con su promotor), al., 2016
AmpR

pBAD-ArcA pBAD-TOPO que posee clonado el ORF arcA | Este trabajo

de S. Enteritidis NCTC13349, AmpR

pBAD-FnrD154A

pBAD-TOPO que posee clonado el ORF
fnrD154A de E. coli K12, AmpR

Este trabajo

pPK822

pUC188 que posee clonado el ORF fnfD154A | Lazazzera et al.,
de E. coli K12, AmpR 1993

I1.4. Partidores

En la Tabla 3 se indican los partidores usados en esta tesis.

Tabla 3. Partidores utilizados en esta tesis.

Nombre Partidor

WarcA1 ACT TCC TGT TTC GAT TTA GTT GGC AAT TTA GGT AGC AAA CCA
TAT GAA TAT CCT CCT TAG

Warca2 AAC TTACCG GCTGTT TTT ACG GTT CGG CGC CTG GGC CGA AGT
GCAGGC TGGAGC TGC TTC

Winr1 GTT AAA ATT GAC AAA TAT CAA TTA CGG CTT GAG CAG ACC TCA
TAT GAA TAT CCT CCT TAG

Winr2 ACG ATA TGG CAG AAG ATA ACA TCA ATG GTT TAG CTG ACG TGT
GCAGGC TGGAGCTGCTTC

WIpxO1 éAC(_BI_ ?C/-:\C AGT GAC GTTATG TTC GCA GCA GTG CAG GCT GGA GCT

Wipx02 TAC CGC CGG CCG GCT TCA GAG GAG GCT CAT ATG AAT ATC CTC

CTT AG
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GAATTT TTG AAC GGT ATG TAT GTT GCG ATG TGC AGG CTG GAG

WpagP1 CTGCTTC
WpagP2 CAA TGC CCT TCT CCG TCA AAA CTG GAA ACA TAT GAA TAT CCT
CCT TAG
arcA-outF AAA GAG TAC GTC ATA ACG GC
arcA-outR CCTGTTTCGATT TAG TTG GC
fnr-outF CGC CAT GAAGGC TATCTTTTATTAT
fnr-outR CAG AAG ATAACATCAATGGTTTAGC
IpxO-outF TTT CAT CTC CAT CAT GCC AA
IpxO-outR CGG ATG GAT AGA CTC AAG GC
pagP-outF CCG ACA AAT AAAACG CCAGT
pagP-outR TGC ATTTTG TCC AGT CGA AC
IpxOE-1F AGT TTC ATC TCC ATC ATG CC
IpxOE-1R GTA ACC TTC GCG AAG ATA AA
IpxOE-2F AAA GCATTG TGATCT GGC AG
IpxOE-2R CAACTT AAAAGG GCCATTTT
IpxOE-3F TGG CCC TTT TAA GTT GTA GA
IpxOE-3R TCT AAG AAAACC TCATCC CG
pagPE-1F TTC GCT GGC AGG TAATACCT
pagPE-1R AAC CGT CAC GCG CTC CTT AA
pagPE-2F TTATTTGTTGTGCTTTGT TT
pagPE-2R ACC TGA ATA AAATCT TAA CA
pagPE-3F ATT CAG GTT AAT GTT GTT AT
pagPE-3R AGT TTC ATC TCC ATC ATG CC
wbaBE-F AGT ACG GGC TGC GCAACC TG
wbaBE-R CACTTT TCT ATT CCA TAA GG
wzyE-F CTAGCAACGTCTCCCTTATG
wzyE-R TTTTTC CCT CAATTC TTA CGG
waalE-F GGA TAC GAT AAACCG CAGTC
waalLE-R TCC ACAATAGGT TTG GGA TG
wzzSE-F GCC GAC GCT ATC CTC GCC AG
wzzSE-R CAT AGA TAC CCT AAC TAA AA
fepEE-F AGC GTACCG TTT GAT GGA CA
fepEE-R CAT GCC GTA TGA CCT GAA AA
eptAE-F TGT CGC CGA ACG CCG CGA AA
eptAE-R CAT GTT GAT GCG TCC ATC GA
eptBE-F CGCTTT TTG CCC TGG ATA GC
eptBE-R CAT GCA AAC AAACCC TGG GA
IpxRE-F TCC TGG GGA GGA TAC GAT GT
IpxRE-R CAC TTT TTA CCC CTG AAT AT
BamHI-lpxO-X1F GGA TCC AGT TTC ATC TCC ATC ATG CC
IpxO-X1R TGC CAA AGA GAA AAG TGT AGT TCG TTG TGA ATA AAT TTA CAT
TTC TAC AA
IpxO-X2F TTG TAG AAATGT AAATTT ATT CAC AAC GAACTACAC TTT TCT

CTTTGGCA

BamHI-IpxO-X2R

GGA TCC AAG GCG GAG CCG CTATCC GG

IpxO-SecR

GCA TTC ACG CGG TGT GGA AA
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BamHI-pagP-X1F GGA TCC CGC CGC CGC GAC TCATAAGC

pagP-X1R AAA CAA TAA AAT ATG AAT AAA TTA ATA CTT ATA GCA CTA CAG

pagP-X2F TTAATTTATTCATATTTITATTGTITTGC TTITGTTTTG TG

pagP-X2R CTG AAT AAA ATC TTA TGA AAC TAT AAA CAG AGA ATAATC
GTT TCA TAA GAT TTT ATT CAG GTT AAT GTT GTT ATT ATC ACA

pagP-X3F GTC

BamHI-pagP-X3R GGA TCC GCG AAAAAG TGATAAATATC

pagP-SecR ATG TAT GTT GCG ATG ATC AT

SP6 ATT TAG GTG ACA CTA TAG AA

T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG

WRK-V6F CAT GAG AGC TTA GTACGT GA

WRK-CamR AAA TCT CGA CAA CTC AAA AA

WRK-IpxOF GCA TTC ACG CGG TGT GGA AA

WRK-pagPF ATG TAT GTT GCG ATG ATC AT

WRK-lepAF CGT AAT CAT GGT CATAGC TGTTTC C

WRK-lepAR ACT TCAAGATCCATTTCCATCG

lac 137 GAC CAT TTT CAATCC GCA

kan 137 TTT CTA GAG CTG TTA AAA GGA CA

arcA_ORF-F ACC ATG CAG ACC CCG CACATTCT

arcA ORF-R ATC CTG CAG GTC GCC GCA GA

fnr ORF-F TAA GAG GAA TAA TAA ATG ATC CCG GAA A

fnr ORF-R AGC GAC GTT GCG GGT ATG AC

pBADF ATG CCATAG CAT TTT TAT CC

e Las secuencias subrayadas corresponden a las zonas que hibridan con la regién que
flanquea los cassettes de resistencia a antibiéticos en los plasmidios pCLF3 y pCLF4.

e Los nucledtidos en color rojo corresponden a los intercambiados para introducir mutaciones
puntuales mediante overlap extension PCR.

I.5. Medios y condiciones de cultivo bacterianos

Las bacterias se cultivaron rutinariamente a 37°C en caldo Luria (LB, triptona 10 g/L,
extracto de levadura 5 g/L, cloruro de sodio 5 g/L). Los cultivos en medio sélido se
realizaron en el mismo medio conteniendo 15 g/L de bactoagar. Las cepas que contienen
plasmidios de replicacion termosensible (pKD46, pCP20) fueron incubadas a 30°C.

Cuando fue necesario, los medios fueron suplementados con Cam (20 pg/mL), Kan

(50 pg/mL) y/o Amp (100 pg/mL).

Para la extraccion de LPS y medicion de la actividad B-galactosidasa, se utilizaron

bacterias cultivadas en medio minimo E (MME; 0,2 g/L MgSO4-7H20, 2 g/L acido citrico
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monohidratado, 10 g/L KoHPO4-3H20, 3,5 g/L NaNH4HPO4-4H,0O) suplementado con
0,2% glucosa, bajo condiciones aérobicas o anaeroébicas. El cultivo se inoculd (1:100)

desde un preindculo crecido en caldo LB durante toda la noche.

Los cultivos aerébicos, se incubaron con agitacién, mientras que los cultivos
anaerobicos se incubaron en una jarra de anaerobiosis (BBL GasPak System), utilizando
el sistema Anaerogen (Oxoid) para generar anoxia. La generacion de anaerobiosis se

corroboré utilizando el indicador Anaerotest (Merck).

I1.6. Identificaciéon serologica de las cepas de S. Enteritidis mediante ensayos de

aglutinacion

En algunos casos fue necesario corroborar que las cepas en estudio correspondian
al serotipo D1 de Salmonella, al cual pertenece S. Enteritidis. Para esto se resuspendio
una colonia de bacterias en 20 uL de agua desionizada estéril. A la suspension se
agregaron 20 uL de antisuero O de grupo D1 de Salmonella (BD & Company) y se dejo
incubar a temperatura ambiente durante 5-10 min, observando si ocurria aglutinacion de

las bacterias en suspension.

I.7. Purificacién y analisis de acidos nucleicos

La extraccion de DNA gendmico se llevé a cabo utilizando el sistema comercial

GenElute Bacterial Genomic DNA kit (Sigma-Adrich), segun las indicaciones del fabricante.

La extraccion de DNA plasmidial se realizd utilizando el sistema comercial Q/Aprep
Spin Miniprep (QIAGEN), segun las indicaciones del fabricante, con una modificacién para
aumentar el rendimiento de la purificacion. Esta modificacion consistié en agregar etanol

100% al lisado celular obtenido en proporcién 1:1 v/v (Pronobis et al., 2016).

28



La purificacién de productos de PCR se llevé a cabo utilizando el sistema comercial

QIAquick PCR purification kit (QIAGEN), segun las indicaciones del fabricante.

Para la visualizacion de muestra de DNA, se realizé electroforesis en geles de
agarosa. Los geles se prepararon con 1% agarosa y 1X Gel-Red en amortiguador TAE
(Tris-acetato 40 mM pH 8, EDTA 1 mM). Para la electroforesis, las muestras de DNA se
prepararon adicionando 6X DNA /oading dye hasta una concentracion 1X. La electroforesis
se realizé a 100 V constantes, luego de lo cual se visualizo el gel sobre un transiluminador
UV. Para la purificacién de DNA desde un gel de agarosa, las muestras se separaron
mediante electroforesis y se corté la banda de interés. EI DNA contenido en el gel se
purifico utilizando el sistema comercial Q/Aquick Gel Extraction (QIAGEN), segun las

indicaciones del fabricante.

11.8. Transformacion por electroporacion con plasmidios o productos de PCR

Para la transformacion una cepa bacteriana con DNA foraneo, se prepararon células
electrocompetentes a partir de un cultivo crecido en caldo LB con agitacion hasta una DOggo
de 0,6. Se centrifugaron 5 mL del cultivo a 16.000 x g por 1 min, se descarté el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 1 mL de agua desionizada estéril. Se
centrifugd nuevamente, se descartd el sobrenadante y se repitiéo el mismo procedimiento
5 veces. Finalmente, las células se resuspendieron en 80 pL de agua desionizada estéril y
se agreg6 5 uL de DNA plasmidial 0 15 uL de producto de PCR. Las muestras se incubaron
2 min en hielo y luego se transfirieron a una cubeta de electroporacién. La electroporacion
se llevd a cabo en un electroporador E. coli Pulser (Bio-Rad) utilizando un pulso de 1,8 kV.
Se agregd 1 mL de caldo LB a las bacterias electroporadas y éstas se recuperaron durante

1 h con agitacion a 37°C o 30°C, segun corresponda. Finalmente, se sembré 100 uL de la
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suspension de bacterias transformadas en placas de agar LB suplementadas con el

antibidtico correspondiente y se incubaron toda la noche a la temperatura adecuada.

11.9. Obtenciéon de mutantes de S. Enteritidis NCTC13349

Se construyeron mutantes por delecién en los genes arcA, fnr, IpxO y pagP mediante
el método de mutagénesis por remplazo alélico descrito por Datsenko y Wanner (2000),

segun se detalla a continuacion.

1.9.1. Obtencién de productos de PCR

Se disenaron partidores de 60 pb cuyos extremos 5' contienen 40 nucleétidos
idénticos a las regiones que flanquean al gen que se desea mutar, y los extremos 3'
contienen 20 nucleétidos (secuencias subrayadas en la Tabla 3) que aparean con los
plasmidios pCLF4 y pCLF3, lo que permite amplificar el cassette génico que contiene el
gen de resistencia a antibiético flanqueado por secuencias FRT. En el caso de pCLF4 se
amplifico el cassette de resistencia a Kan para la generacién de las mutantes AlpxO::Kan
y ApagP::Kan, y en el caso de pCLF3 se amplifico el cassette de resistencia a Cam para la
construccion de las mutantes AarcA::Cam y Afnr::Cam. La mezcla de reaccion de PCR Yy el

programa utilizado fueron los siguientes:

Mezcla de reaccién de PCR Programa de PCR

Reactivo Volumen Concentracion Ciclos Tem;:ieratura Tlgmpo
(uL) (°C) (min:seg)

Amortiguador de PCR 10X 10 1X 1 95 2:00

MgCl2 50 mM 3 1,5 mM 95 0:30

dNTPs 10 mM 2 0,2 mM 35 55 0:30

Partidor 1 10 yM 2 0,2 uyM 72 1:45

Partidor 2 10 uM 2 0,2 uM 1 72 5:00

DNA molde 1

Taq DNA polimerasa 5 U/uL 0,8 0,04 U/uL

H20 libre de nucleasas 79,2
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Para la mutacién del gen lpxO se amplificé el cassette génico utilizando los partidores
WIipxO1 y WIpxO2, para pagP se utilizaron los partidores WpagP1 y WpagP2, para arcA
se utilizaron los partidores WarcA1 y WarcA2 y para la mutacién fnr se utilizaron los
partidores Wfnr1 y Wfnr2. Los amplicones obtenidos se visualizaron mediante

electroforesis de DNA en geles de agarosa y se purificaron desde los mismos.

1.9.2. Mutagénesis por remplazo alélico

La mutagénesis se realizd sobre la cepa de S. Enteritidis NCTC13349, previamente
transformada con el plasmidio termosensible pKD46, el cual contiene los genes que
codifican las subunidades de la recombinasa Red del fago A bajo el control del promotor
Para, inducible por arabinosa. Se hizo un cultivo de la cepa S. Enteritidis/pKD46 a partir de
una dilucién 1:100 de un preindculo crecido toda la noche en LB/Amp con agitacion. El
cultivo se crecié en caldo LB/Amp a 30°C con agitacién hasta DOeoo ~ 0,2. Luego, se
adicioné L-arabinosa 10 mM para inducir la expresién de la recombinasa y se continu6 el
cultivo hasta alcanzar una DOey ~ 0,6. Se prepararon bacterias electrocompetentes
(seccion 11.8), las que se transformaron por electroporacion con el 15 ulL del producto de
PCR. Inmediatamente, se recuperaron en 1 mL de LB y se incubaron durante 1 h a 37°C
con agitacion. La bacterias transformantes se seleccionaron en agar LB suplementado con
Kan o Cam, segun corresponda, y se analizaron mediante PCR de colonias para confirmar
el remplazo alélico. Para esto se utiliz6 como DNA molde la suspension de una colonia
mutante en 100 uL de agua libre de nucleasas estéril. En cada caso se utilizaron los
partidores outF y outR (Tabla 3) del gen correspondiente. La reaccion de PCR y el

programa utilizado se detallan a continuacion:
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Mezcla de reaccién de PCR Programa de PCR

Reactivo Volumen Concentracion Ciclos Temrieratura Tller'npo
(uL) (C) (min:seg)

Amortiguador de PCR 5X 5 1X 1 95 5:00

MgCl2 25 mM 1,5 1,5 mM 95 0:30

dNTPs 10 mM 0,5 0,2 mM 35 55 0:30

Partidor 1 10 uyM 0,5 0,2 uM 72 1:00

Partidor 2 10 uM 0,5 0,2 uM 1 72 2:00

DNA molde 0,5

GoTaq DNA polimerasa 5 U/uL 0,2 0,04 U/uL

H-0 libre de nucleasas 16,3

Las mutantes seleccionadas fueron curadas del plasmidio pKD46 mediante siembras
sucesivas en agar de LB a 37°C, suplementado con Kan o Cam. Finalmente, se

seleccionaron las colonias resistentes a Kan o Cam y sensibles a Amp.

1.9.3. Movilizacion de los alelos mutantes por transduccion

Para obtener la mutacion en un fondo genético limpio, cada alelo mutante se movilizé
mediante transduccién generalizada, utilizando el bacteridfago P22 HT 105-1 int-201

(Schmieger, 1972), segun lo descrito por Maloy (1990).

En primer lugar se genero un lisado de particulas transductantes. Para esto se cultivd
la cepa de S. Enteritidis que contiene la mutacién (cepa donante) durante 12 h. Luego, se
permitio la infeccion de 200 pL del cultivo de la cepa donante con 1 mL de caldo de fago
P22 (0,1 mL de fago P22 en 2 mL de MME 50x suplementado con glucosa al 2% y
esterilizado con cloroformo). La infeccion se llevo a cabo durante 8 h con agitacion a 37°C.
El lisado obtenido se centrifugé a 16.000 x g por 1 min a temperatura ambiente y se
descart6 el sedimento. Se repitid la centrifugacion y posteriormente, se esterilizé el lisado

(sobrenadante) mediante la adicion de 200 uL de cloroformo.

Para la transduccioén se cultivé S. Enteritidis silvestre (cepa receptora) durante 12 h.

Se agrego 20 uL del lisado de fago P22 obtenido anteriormente a 200 uL del cultivo de la
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cepa receptora. La infeccion se realizé durante 30 min a 37°C sin agitacion. Se recolectaron
las bacterias mediante centrifugacion a 16.000 x g durante 1 min a temperatura ambiente,
se resuspendieron en 200 pL de caldo LB fresco y se incubaron durante 20 min a 37°C con
agitacién para permitir la expresion fenotipica de la resistencia a antibiético. Las colonias
transductantes se seleccionaron en agar LB suplementado con Kan o Cam, segun
corresponda. Como controles, también se sembrd 200 uL del cultivo de la cepa receptora
sin infectar y 10 uL del lisado de fago P22 en agar LB suplementado con el antibidtico
correspondiente. La movilizacion del alelo mutante se comprob6 mediante PCR de colonias
segun se describe en la seccion 11.9.2. Las colonias seleccionadas se sometieron a
sucesivos pasajes en placas para remover por completo el fago P22. La ausencia de fago
P22 en las cepas transductantes, se corroboré evaluando su sensibilidad al bacteriéfago

litico P22 H5 (Burlage et al., 1998).

Las mutantes de S. Enteritidis AarcA::Cam y Afnr::Cam, sélo se realizaron hasta este
punto, ya que se utilizaron para un segundo evento de movilizacion por transduccién. Por
su parte, en la generacion de las mutantes AlpxO::Kan y ApagP::Kan de S. Enteritidis, se
decidié escindir el gen de resistencia para evitar posibles efectos polares, como se detalla

a continuacion.

11.9.4. Eliminacion del cassette de resistencia

Las transductantes obtenidas se transformaron mediante electroporacién con el
plasmidio pCP20 que contiene el gen que codifica la recombinasa FLP, la cual permite la
recombinacion entre los sitios FRT. Considerando que el plasmidio pCP20 tiene un origen
de replicacién sensible a temperatura, la recuperacion de las bacterias transformantes y su

posterior seleccion en agar LB/Amp se realizé a 30°C. Se corroborod la eliminaciéon del gen
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de resistencia a antibiético por sensibilidad a Kan y mediante PCR de colonias, segun se
describe en la seccion 11.9.2, con los mismos partidores mencionados en dicha seccion.
Finalmente, se realizaron siembras sucesivas de las colonias seleccionadas en placas de

agar LB a 37°C para curar el plasmidio pCP20.

1.10. Analisis in silico de las regiones promotoras

Las secuencias de las regiones promotoras de los genes de interés se obtuvieron
desde EMBL (numero de acceso AM933172). Estas secuencias se analizaron utilizando el
software Virtual Footprinting de Prodoric (http://www.prodoric.de/vfp/), para determinar si
tenian sitios de unién a ArcA (ABS) o Fnr (FBS) hipotéticos. Ademas, para determinar el
inicio de transcripcion hipotético y las posibles posiciones de las cajas -10 y -35, las

regiones promotoras se analizaron con el software BProm de SoftBerry.

I.11. Reinsercion de alelos en el cromosoma de S. Enteritidis con plasmidios

derivados de pWRK-Cam

Para estudiar el efecto de la regulacion de la expresién de IpxO y pagP dependiente
de oxigeno sobre la virulencia de S. Enteritidis, se utilizo la estrategia esquematizada en la
Figura 4. En primer lugar se construyeron plasmidios derivados de pWRK-Cam que
contenian una copia del gen con su promotor intacto (Pwr-IpxO y Pwr-pagP), o con el
promotor mutado en sus ABS (Px-IpxQO y Pxx-pagP, ver analisis detallado de estas regiones
en la seccion lll.1). Los plasmidios generados tienen la capacidad de integrarse en el
genoma ya que contienen el gen que codifica la integrasa Gifsy-1. De esta manera, la
transformacion de cepas de S. Enteritidis con estos plasmidios permitié la insercion del

alelo deseado en el cromosoma de la bacteria. Sin embargo, para asegurar que la
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expresion de IpxO o pagP solo ocurriera a partir de los alelos contenidos en los plasmidios
derivados de pWRK, esta construcciéon se realizé sobre cepas que carecen del alelo

silvestre de dichos genes (S. Enteritidis AlpxO y S. Enteritidis ApagP).

I.11.1. Insercion de mutaciones puntuales por ovelap extension PCR

Se amplificaron por PCR diferentes regiones del promotor y el marco de lectura de
los genes IpxO (2 regiones) y pagP (3 regiones) desde el DNA gendmico de S. Enteritidis
(Figuras 5A y 5B, paso 1a). Los partidores internos utilizados para esta amplificacion,
contenian las mutaciones que se desean realizar (nucleétidos en rojo en la Tabla 3) y
ademas, eran complementarios unos con otros. Por otra parte, los partidores externos
utilizados en esta amplificacion contenian sitios de corte para la enzima BamHI en sus
extremos 5' (Figura 5A y 5B, paso 1). Es importante mencionar que también se
amplificaron los genes con sus promotores intactos, utilizando sélo los partidores externos

de cada gen. Las reacciones de PCR y el programa utilizados se detallan a continuacion:

Mezcla de reacciéon de PCR Programa de PCR
Reactivo Volumen Concentracién Ciclos | TémPperatura Tlgmpo
(uL) (°C) (min:seg)
Amortiguador HF de PCR 5X 10 1X 1 98 5:00
dNTPs 10 mM 1 0,2 mM 95 0:30
Partidor 1 10 yM 25 0,5 uM 35 55 0:30
Partidor 2 10 yM 2,5 0,5 uM 72 1:00
DNA molde 1,5 1 72 10:00
Phusion DNA polimerasa 2 U/uL 0,5 0,04 U/uL
H20 libre de nucleasas 32

Los productos obtenidos se purificaron desde geles de agarosa, y se determiné la

concentracion de DNA en las muestras midiendo su absorbancia a 260 nm.
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Figura 4. Esquema general de la estrategia de inserciéon de alelos en el cromosoma de
S. Enteritidis con plasmidios derivados de pWRK-Cam. En primer lugar se insertaron las
mutaciones en los promotores mediante overlap extension PCR (Paso 1, explicado mas
detalladamente en la Figura 5). Los amplicones obtenidos, se sometieron a un proceso de A-tailing
donde se agregaron adenosinas en sus extremos (Paso 2). Lo anterior permitioé el clonamiento de
este fragmento en el vector pGEM-T Easy (Paso 3). El vector resultante fue digerido con la enzima
de restriccion BamHI (Paso 4) y el fragmento escindido fue subclonado en el plasmidio pWRK-Cam
(Paso 5). La construccion obtenida fue utilizada para transformar S. Enteritidis que carece del gen
silvestre en su genoma (Paso 6). El plasmidio pWRK-Cam contiene el gen que codifica la integrasa
Gifsy-1, cuya expresién permite la insercion del plasmidio en el genoma de la bacteria mediante
recombinacion sitio-especifica en el sitio attG1 presente en el gen lepA. De esta manera se genero

la cepa mutante de S. Enteritidis complementada en cis con el gen y su promotor mutado en los
sitios de unién a ArcA.
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Los productos se ensamblaron mediante overlap extension PCR gracias a que

presentan complementariedad entre ellos (Figura 5A y 5B, paso 2) utilizando el programa

de PCR descrito en esta misma seccién y la siguiente reaccion:

Mezcla de reaccion de PCR

Reactivo Volumen (uL) | Concentracion
Amortiguador de PCR HF 5X 10 1X
dNTPs 10 mM 1 0,2 mM
Partidor 1 10 uM 2,5 0,5 uM
Partidor 2 10 uM 2,5 0,5 yM
Fragmentos de DNA 8 fmol/uL
Phusion DNA polimerasa 5 U/uL 0,5 0,05 U/uL
H20 libre de nucleasas hasta 50 pL

En el caso del promotor de pagP, que contiene dos ABS funcionales, se realizd una

segunda reaccion de overlap extension PCR, bajo las mismas condiciones (Figura 5B,

paso 1C). Los fragmentos finales se purificaron desde geles de agarosa y se determiné la

concentracion de DNA en las muestras obteniendo su absorbancia a 260 nm.

1.11.2. Clonamiento en el vector pGEM-T Easy

Para clonar los productos obtenidos por ovelap extension PCR en el vector comercial

pGEM-T Easy, fue necesario agregar adenosina en los extremos 3' de los fragmentos

obtenidos, ya que la DNA polimerasa de alta fidelidad no tiene esta actividad (Figura 4,

paso 2). La reaccidon de A-tailing utilizada se detalla a continuacion:

Mezcla reaccién de A-tailing

Reactivo Volumen (uL) | Concentracién
Amortiguador de PCR 10X 5 1X
MgCl2 50 mM 1,5 1,5 mM
dATP 10 mM 1 0,2 mM
Fragmentos de DNA 60 ng/uL
Taq DNA polimerasa 5 U/uL 0,2 0,02 U/uL
H20 libre de nucleasas hasta 50 puL
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Figura 5. Esquema de introduccion de mutaciones puntuales mediante overlap extension
PCR. En la figura se muestra la estrategia y los partidores utilizados para la introduccién de
mutaciones en el/los ABS del promotor de los genes IpxO (A) y pagP (B). Se amplificaron regiones
del promotor con partidores que tienen las mutaciones que se desean realizar (indicado como “X”,
Paso 1a). Seguidamente, dos de los fragmentos obtenidos fueron sometidos a overlap extension
PCR para realizar su ensamblaje, gracias a las regiones de complementariedad que existen entre
ellos (Paso 1b). En el caso del gen pagP (B), fue necesario hacer un segundo procedimiento de
overlap extension PCR para ensamblar los tres segmentos de su promotor (Paso 1c).

La mezcla se dejo incubar 30 min a 72°C, y la integridad del DNA fue corroborada
por electroforesis en geles de agarosa. Los productos obtenidos se purificaron utilizando el
sistema comercial QIAquick PCR purification kit (QIAGEN) y se ligaron en el vector

pGEM-T Easy (Figura 4, paso 3) de acuerdo a la siguiente reaccion:

Reaccidn de ligacién en pGEM-T
Reactivo Volumen (puL) | Concentracion
Amortiguador de ligacién 2X 5 1X
Vector 50 ng/puL 1 5 ng/uL
Fragmentos de DNA 3
T4 DNA ligasa 3 U/uL 1 0,3 U/uL

La reaccion de ligacion se incubd toda la noche a 4°C y con ésta se transformo la
cepa E. coliDH5a mediante electroporacion, seleccionando las transformantes en agar LB

suplementado con Amp. Se corroboro la insercion del fragmento mediante PCR de colonias
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(seccion 11.9.2) utilizando los partidores SP6 y T7 que hibridan en regiones adyacentes al

sitio de multiple clonamiento de pGEM-T Easy.

11.11.3. Subclonamiento en vector pWRK-Cam

Para realizar el subclonamiento de los productos obtenidos por ovelap extension PCR
se digirieron los plasmidios pGEM-Pwr-IpxO, pGEM-Px-IpxO, pGEM-Pwr-pagP vy

pGEM-Pxx-pagP con la enzima BamHI (Figura 4, paso 4) segun la siguiente reaccion:

Reaccion de digestion con BamHI
Reactivo Volumen (uL) |Concentracién
Amortiguador BamHI 10X 2 1X
BamHI 10 U/uL 2 1 U/uL
Plasmidio 10
H20 libre de nucleasas 6

La reaccion se llevo a cabo durante 2 h a 37°C y los productos obtenidos se separaron
mediante electroforesis en geles de agarosa. El fragmento escindido de cada plasmidio,
correspondiente a Pwr-IpxO, Px-IpxO, Pwr-pagP o Px-pagP, se purificd desde el mismo gel.
Paralelamente, se digirid el plasmidio pWRK-Cam con la misma enzima de restricciéon en
presencia de fosfatasa alcalina de camarén (SAP) para evitar su recircularizacion. Por lo

anterior, se agrego a la reaccién de digestion 1 uL de SAP (concentracion final: 0,1 U/ul) y

2 puL de amortiguador SAP (concentracion final: 1X).

Luego, se ligo el plasmidio pWRK-Cam digerido y los fragmentos Pwr-lpxO, Px-IpxO,
Pwr-pagP o Px-pagP (escindidos desde los plasmidios pGEM-T) utilizando la DNA ligasa

del fago T4 (Figura 4, paso 5) y la siguiente reaccion:

Reaccion de ligacion en pWRK-Cam
Reactivo Volumen (uL) | Concentracion
Amortiguador T4 DNA ligasa 10X 1 1X
T4 DNA ligasa 400.000 U/uL 1 40.000 U/uL
Plasmidio pWWRK-Cam 2
Fragmentos de DNA 6
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Luego de incubar toda la noche a 4°C, se transformé la cepa E. coli DH5a. Apir por
electroporacion con los productos obtenidos. Las transformantes se analizaron por PCR de
colonias (seccion 11.9.2) utilizando los partidores WRK-V6F y WRK-CamR, y se
seleccionaron las colonias que contenian el inserto. La direccion en la que se inserto el gen
de interés también fue corroborada por PCR de colonias, utilizando los partidores WRK-V6F
y IpxO-3R en el caso de pWRK-Pwr-lpxO y pWRK-Px-IpxO, o WRK-V6F y pagP-3R en el

caso de pWRK-Pwr-pagP o pWRK-Px-pagP.

I.11.4. Transformaciéon e insercion de los plasmidios pWRK en el genoma de

S. Enteritidis

Se transformdé S. Enteritidis AlpxO con los plasmidios pWRK-Pwr-lpxO vy
pWRK-Px.JloxO, mientras que S. Enteritidis ApagP se transformé con los plasmidios
pWRK-Pwr-pagP y pWRK-Pxx-pagP (Figura 4, paso 6). Las transformantes fueron
seleccionadas en agar LB suplementado con Cam vy la insercién cromosomal de los
plasmidios se corroboré mediante PCR de colonias (seccién 11.9.2) utilizando los partidores
WRK-lepAF, que hibrida en el gen lepA adyacente al sitio attG71, y WRK-lepAR, que hibrida

en un region contenida en el plasmidio pWRK.

Para verificar que el plasmidio no se insertd en el locus original del gen se realiz6 un
PCR de colonias (seccion 11.9.2) utilizando los partidores IpxO-outF y IpxO-outR, o los
partidores pagP-outF y pagP-outR. Se seleccionaron las transformantes en las cuales se
obtuvieron 2 amplicones: uno obtenido a partir de la amplificacién del gen completo (copia
en el locus attG1) y otro de menor tamafo obtenido de la amplificacién de la cicatriz en el

locus original del gen.
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1.11.5. Confirmacién de la introduccion de las mutaciones puntuales en el promotor

de los genes IpxO y pagP

Para corroborar la introduccion de las mutaciones en los ABS del promotor de IpxO'y
pagP, se secuencio la region del promotor de estos genes desde los plasmidios derivados
de pWRK-Cam (pWRK-Pwt-IpxO, pWRK-Px-lpxO, pWRK-Pwr-pagP y pWRK-Pxx-pagP) con
los partidores IpxOE-1F y IpxO-outR, o pagPE-1F y pagP-outR, segun corresponda.
Ademas, se purific6 el DNA gendémico de las cepas AlpxO/pWRK-Pwr-lpxO,
AlpxO/IpWRK-Px-IpxO, ApagP/pWRK-Pwr-pagP y ApagP/pWRK-Pxx-pagP de S. Enteritidis
y, en cada caso, se amplificd el promotor del gen IpxO o del gen pagP presente en el
plasmidio pWRK. Para amplificar s6lo estos promotores (contenidos en el sitio attG1 dentro
del plasmidio pWRK), sin amplificar el promotor silvestre de los genes originales, se
utilizaron las parejas de partidores BamHI-IpxO-X1F y IpxO-SecR, y BamHI-pagP-X1F y
pagP-SecR. Los segundos partidores de cada pareja hibridan en la region codificante de
cada gen, la cual esta ausente en el alelo original mutado. Los productos de PCR se
purificaron desde geles de agarosa y se determino la concentracion de DNA en las muestras
determinando su absorbancia a 260 nm. Se solicité la secuenciacién de estos productos de
PCR utilizando los partidores IpxOE-1F y IpxOE-3R, o pagPE-1F y pagPE-3R, segun

corresponda.

I.12. Construcciones de fusiones transcripcionales a lacZ

La construccion de fusiones lacZ cromosomales se realizé utilizando los plasmidios
y procedimientos descritos por Ellermeir et al. (2002). Para esto, se transformaron las
mutantes S. Enteritidis AlpxO y S. Enteritidis ApagP con el plasmidio pCP20 v,
posteriormente, con el plasmidio pKG136, el cual contiene un sitio FRT rio arriba del gen

lacZ. La expresién de la recombinasa FLP codificada en el plasmidio pCP20 permitié la
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insercion del plasmidio pKG136 en el sitio FRT contenido en el locus del gen de interés.
Las transformantes que incorporaron el plasmidio pKG136 en su genoma se seleccionaron
por su resistencia a Kan y posteriormente se corroboré su insercion mediante PCR de
colonias (seccién 11.9.2), utilizando los partidores IpxO_outF o pagP_outF y lac_137. Para
asegurarse que soélo ocurrié un evento de insercién, también se realizé un PCR de colonias
utilizando los partidores lac_137 y kan_137, los cuales sélo amplificaran si ocurrié insercién

en tdndem.

Para el estudio de la expresion de pagP en la mutante regulatoria que presenta
mutaciones en los ABS (S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx-pagP) y su contraparte con el
promotor intacto (S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwr-pagP), se recurrié a la misma estrategia
pero con pasos adicionales. En primer lugar, se movilizé el alelo pagP contenido en el
plasmidio pWRK desde las cepas S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwr-pagP y S. Enteritidis
ApagP/pWRK-Pxx-pagP a un fondo genético silvestre mediante transduccién generalizada
(seccion 11.9.3). Se seleccionaron las transductantes que hayan incorporado el plasmidio
pWRK en su genoma en la region adyacente al gen lepA. Se realizé mutagénesis mediante
remplazo alélico (seccién 11.9) sobre las transductantes y se analizaron las mutantes
obtenidas mediante PCR de colonias (seccién 11.9.2) utilizando, en primer lugar, los
partidores WRK-V6F y WRK-CamR para seleccionar aquellas colonias que hayan
incorporado la mutacién en el alelo de pagP contenido en pWRK. En segundo lugar, las
colonias seleccionadas fueron analizadas por un segundo PCR de colonias utilizando los
partidores pagP_outF y pagP_outR, para descartar que haya ocurrido simultdneamente un
evento de recombinacién homdéloga en el alelo de pagP contenido en su locus silvestre.
Finalmente, las colonias seleccionadas se transformaron con el plasmidio pCP20 y luego
con el plasmidio pKG136 para obtener las fusiones /lacZ en el promotor intacto y mutado

del gen pagP (Pwr-pagP-lacZ y Pxx-pagP-lacZ).
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I.13. Ensayos enzimaticos de f-galactosidasa en cultivos de S. Enteritidis

La actividad B-galactosidasa de las cepas que contiene las fusiones lac se evalud
segun Miller (1972). Brevemente, se realizaron cultivos de las cepas en MME bajo
condiciones aerébicas y anaerobicas, hasta alcanzar DOggo ~ 0,6. A 100 uL de cada cultivo
se agreg6 900 uL de amortiguador Z (NaoHPO4 60 mM, NaH2PO4 40 mM, KCI 10 mM,
MgSOs 1 mM). Se permeabiliz6 la membrana de las bacterias agregando 10 uL de
cloroformo y 10 uL de SDS 1%, agitando vigorosamente en vortex. A esta suspension se
agrego 200 uL de ONPG 4 mg/mL, que corresponde al sustrato de la B-galactosidasa, y se
incubd a 30°C hasta que se observé la aparicion de color amarillo en el medio de reaccion.
La reaccién se detuvo agregando 500 uL de Na;COs; 1 M. Las Unidades Miller se

determinaron con la siguiente ecuacion:

0D420 - 1,75 X 0D550

Unidades Miller = 1000 X
nidades Miter volumen (mL) X tiempo (min) X ODgg(cultivo)

I.14. Andlisis de la unién de ArcA y FnrD154A a la region promotora de genes

involucrados en la dinamica estructural del LPS en S. Enteritidis

Se realizaron ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) con el
objetivo de determinar si la regulacién oxigeno-dependiente ejercida por ArcA'y Fnr ocurria
mediante la interaccion directa de dichos factores transcripcionales con el promotor de
genes involucrados en la sintesis y modificacién del LPS. Ademas, estos ensayos también
se realizaron con el fin de identificar cual o cuales de los ABS hipotéticos (determinados
para cada promotor mediante herramientas bioinformaticas) eran los principales

responsables de esta interaccion.
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1.14.1. Amplificacién de las regiones promotoras

En primer lugar se amplificaron las sondas de DNA, las cuales corresponden a la
region promotora de cada gen en estudio. Esta amplificacion se realizé desde el DNA
gendmico de S. Enteritidis segun se describe en la seccién 11.11.1, utilizando los partidores
E-1F y E-3R de cada gen (Tabla 3). También se amplificaron regiones acotadas del
promotor de IpxO y pagP, empleando el promotor completo como DNA molde. Desde el
promotor de IpxO, se amplificaron tres sondas utilizando las siguientes parejas de
partidores: IpxOE-1F y IpxOE-1R (sonda L1); IpxOE-2F y IpxOE-2R (sonda L2); y
IpxOE-3F y IpxOE-3R (sonda L3). También se amplificaron 3 sondas desde el promotor
del gen pagP utilizando las siguientes parejas de partidores: pagPE-1F y pagPE-1R
(sonda P1); pagPE-2F y pagPE-2R (sonda P2); y pagPE-3F y pagPE-3R (sonda P3). Los
productos de PCR se purificaron desde geles de agarosa y se determind la concentracion

de DNA de las muestras mediante su absorbancia a 260 nm.

Para determinar el efecto de las mutaciones puntuales generadas en los promotores
de los genes IpxO y pagP, se amplificaron las mismas sondas de DNA descritas
anteriormente a partir de los los plasmidios pWRK-Pwr-lpxO, pWRK-Px-lpxO,
pWRK-Pwr.pagP y pWRK-Pxx-pagP (seccion 11.11.3). Para esta amplificacion se utilizo la

misma reaccion de PCR, partidores y programa descritos.

1.14.2. Obtencién de la proteinas recombinantes ArcA y FnrD154A

Para llevar a cabo ensayos de interaccion proteina-DNA, fue necesario expresar y
purificar los factores transcripcionales ArcA y Fnr. Con este objetivo, se amplificé la region
codificante del gen arcA desde el DNA gendmico de S. Enteritidis, utilizando los partidores

arcAF y arcAR. Por otra parte, la region codificante del gen fnrD154A se amplificod desde el
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plasmidio pPK824 utilizando los partidores fnrF y fnrR. El gen fnrD154A codifica una
variante de Fnr de E. coli K12 que es insensible a oxigeno y, por lo tanto, constitutivamente
activa (Lazazzera et al., 1993). Es importante mencionar que fnrD154A presenta un 98,4%
de identidad con el gen fnr de S. Enteritidis. La reacciéon de PCR y el programa son los

mismos que se presentan en la seccién 11.9.1.

Los productos de PCR, purificados desde geles de agarosa, se clonaron en el vector
pBAD-TOPO, segun las indicaciones del fabricante. Las bacterias quimiocompetentes
E. coli TOP10 se transformaron con los productos de clonamiento, segun las indicaciones
del fabricante y se seleccionaron las transformantes en agar LB suplementado con Amp.
Se corroboré la insercién de las regiones codificantes en el plasmidio y su orientacion por
PCR de colonias (seccién 11.9.2) utilizando los partidores pBADF, que hibrida con una
region del vector, y arcAR o fnrR, que hibridan con la region codificante de los genes arcA
y fnr, respectivamente. Se seleccionaron aquellas transformantes que hayan incorporado
el gen en la misma direccién que el promotor Paapap presente en el vector, con el objetivo
de inducir la expresion del gen clonado y obtener la proteina fusionada a un segmento de

polihistidina en su extremo C-terminal.

ArcA y FnrD154A fueron purificadas desde las transformantes seleccionadas
(E. coli TOP10/pBAD-ArcAy E. coli TOP10/pBAD-FnrD154A, respectivamente). Para esto,
se realiz6 1 L de cultivo de las bacterias en medio LB/Amp a partir de una dilucién 1:100
de uninéculo crecido toda la noche. El cultivo se crecié con agitacién a 37°C hasta alcanzar
una DOgoo ~ 0,5. Luego, se agrego arabinosa al 0,2% y al 0,02% para inducir la expresion

de ArcA y FnrD154A, respectivamente, durante 4 h con agitacién a 37°C.

Se colectaron las bacterias mediante centrifugacion a 3.500 x g por 10 min y se
suspendieron en amortiguador de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, DTT

0,5 mM), suplementado con 1 pastilla de inhibidor de proteasas complete Mini EDTA free
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(Roche) por 100 mL de amortiguador, en una proporcion de 2 mL de amortiguador por
gramo de sedimento humedo. Para realizar la lisis celular, se agrego lisozima a una
concentracion final de 1 mg/mL y MgCl. a una concentracion final de 1 mM. La suspension
se dejé incubar durante 10 min a 37°C y se sonico brevemente a 10 W en 5 ciclos de 20 seg
cada uno, con intervalos de 1 min de espera en hielo. El lisado obtenido se centrifugé a
2.800 x g por 5 min a 4°C vy el precipitado fue descartado. El sobrenadante se centrifugd

nuevamente a 21.000 x g por 45 min a 4°C y el precipitado fue descartado.

Posteriormente, al lisado clarificado se agregd imidazol a una concentracion final de
30 mM y se cargd a un flujo de 1 mL/min en una columna de niquel HisTrap FF de 1 mL
(GE Healthcare), previamente equilibrada con amortiguador de unién (Tris-HCI 50 mM pH
7,4, NaCl 500 mM, imidazol 30 mM). Se realiz6é un lavado con 20 mL de amortiguador de
unién y la elucion de la proteina se realizé utilizando una gradiente lineal desde 30 hasta
500 mM imidazol. Las fracciones que contenian las proteinas se identificaron mediante
SDS-PAGE y se dializaron contra amortiguador de dialisis (para ArcA: Tris-HCI 100 mM
pH 8, KCI 100 mM, MgCl; 10 mM, DTT 2 mM; para FnrD154A: Tris-HCI 50 mM pH 7,4,
NaCl 100 mM, EDTA 0,5 uM). La concentracion de proteinas en las muestras se determiné
mediante el método de Bradford usando el reactivo comercial Coomassie Protein Assay
Reagent (ThermoFisher Scientific), segun las indicaciones del fabricante. Las muestras de

proteinas se almacenaron a -80°C en glicerol al 20%.

Para los ensayos de union a DNA, ArcA debid ser fosforilada in vitro, para lo cual se
utilizé carbamoil fosfato como dador del grupo fosforilo. Para esto, la muestra purificada de
ArcA se diluy6 en amortiguador de fosforilacion (Tris-HCI 100 mM pH 8, MgCl, 10 mM, KCI
125 mM, DTT 2 mM, glicerol 10%, carbamoil fosfato disédico 50 mM) hasta alcanzar una
concentracion final de 60 pg proteina/mL. La muestra se incubd durante 30 min a 30°C

para permitir su fosforilacion.
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1.14.3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las fracciones obtenidas de la purificacién fueron analizadas por electroforesis en
condiciones desnaturantes y reductoras. La composicién del gel concentrador fue la
siguiente: A/BA (37,5:1) 4%, Tris-HCI 230 mM pH 6,8, SDS 0,2%, PSA 0,1%, y TEMED
6,7 mM. La composicion del gel resolutivo fue la siguiente: A/BA (37,5:1) 12%, Tris-HCI

720 mM pH 8,8, SDS 0,2%, PSA 0,1%, y TEMED 6,7 mM.

A las muestras de proteinas se les agregé amortiguador de carga (concentraciéon
final: glicerol 10%, Tris-HCI 50 mM pH 7,6, SDS 10%, B-mercaptoetanol 20% y azul de
bromofenol 0.04% p/v) y se incubaron 10 min a 100°C. Las muestras y el estandar de peso
molecular, PageRuler prestained protein ladder (Thermo Scientific), se cargaron en los
geles y éstos se sometieron a un campo eléctrico de 60 V, hasta la entrada de las muestras
al gel separador, y luego de 120 V, hasta completar la resolucion del estandar de peso
molecular, empleando el amortiguador de corrida (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, SDS
0,1%). Para visualizar las proteinas, los geles se tifieron con el reactivo BioSafe Coomassie

G-250, segun las indicaciones del fabricante.

I.14.4. Ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA)

El ensayo de unién entre ArcA fosforilado (ArcA-P) y las sondas de DNA obtenidas
(seccion 11.14.1) se realizé segun describié Mika & Hengge (2015). Para esto se incubaron
120 ng de sonda en amortiguador de unién EMSA (concentracion final: Tris-HCI 100 mM
pH 8, KCI 100 mM, MgCl> 10 mM, DTT 2 mM, glicerol 10%) con diferentes cantidades de
ArcA-P (0-1,2 ug) en un volumen final de 20 pL. Las mezclas se incubaron durante 30 min

a 25°C.

47



En el caso de FnrD154A, los EMSA se realizaron incubando 120 ng de la sonda de
DNA en amortiguador de union EMSA (concentracion final: glutamato de sodio 100 mM,
fosfato de sodio 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, DTT 50 uM, glicerol 10%) con 50 ug de BSA,
diferentes cantidades de FnrD154A (0-2 ug) y 120 ng de DNA competidor que correspondia
al sitio de multiple clonamiento del vector pGEM-T Easy, el cual no presenta FBS
hipotéticos. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 20 uL y se incubaron

durante 30 min a 37°C.

En ambos casos las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida que contenia
A/BA (37,5:1) 6%, TBE (Tris-base 890 mM, acido bérico 890 mM, EDTA 20 mM) 0,5X,
PSA 0,1% y TEMED 0,1%. La electroforesis se realizé en amortiguador TBE 0,5X por 60 o
90 min, segun el tamafo de la sonda. Para la deteccion de las sondas de DNA, los geles

se incubaron en una solucién de Gel Red 5X durante 20 min.

I1.15. Electroforesis en gel de poliacrilamida de LPS

Para determinar si la regulacién de la expresién de genes involucrados en la dinamica
estructural del LPS dependiente de oxigeno repercute en la estructura de esta molécula,
se analizaron muestras de LPS mediante electroforesis. El procedimiento utilizado fue
descrito por Marolda et al. (2006). Para esto, se crecieron las bacterias en MME en
condiciones aerébicas o anaerdbicas hasta una DOgg ~ 0,6. Se centrifugd el volumen de
cultivo necesario para obtener dos unidades de DOspo €n un volumen final de 100 uL a
16.000 x g por 1 miny el sedimento se resuspendié en 90 uL de amortiguador de lisis
(Tris-HCI 1 M pH 6.8, SDS 2%, B-mercaptoetanol 4%, glicerol 10%, azul de bromofenol
0,002%). Se agrego 10 ul de proteinasa K a cada muestra y éstas se incubaron a 55°C por

90 min.
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Se cargaron 5 uL de muestra en un gel de electroforesis. La composicion del gel
concentrador fue la siguiente: A/BA (49,5:3) 4%, Tris-HCI 700 mM pH 8,45, SDS 0,25%,
PSA 0,2%, y TEMED 0,2%. La composicion del gel resolutivo fue la siguiente: A/BA (49,5:6)
12%, Tris-HCI 1 M pH 8,45, SDS 0,2%, glicerol 8,8%, PSA 0,2%, y TEMED 0,1%. La
electroforesis se realizd durante 50 min a 50 V y 90 min a 150 V, empleando una solucién
de corrida anddica (Tris-base 0,2 M, pH 8,9) en la parte inferior de la camara de
electroforesis y una solucién de corrida catddica (Tris-base 0,1 M, tricina 0,1 M, SDS 0,1%,

pH 8,25) en la parte superior de la misma.

La visualizacién de las muestras se realizé por tincién de los geles segun fue descrito
por Tsai & Frasch (1982), con modificaciones. Primero, se fijé el gel toda la noche en un
recipiente de vidrio con 200 mL de solucién de fijacién (etanol 40%, acido acético glacial
5%). Luego se incubd por 10 min con 200 mL de solucién de oxidacién (etanol 40%, acido
acético glacial 5%, peryodato de sodio 0,7%) y se lavo tres veces con 200 mL de agua
destilada por 10 min cada vez. Posteriormente, se incubd por 10 min con 150 mL de
solucion de tincién (NaOH 1,9 mM, amoniaco 0,3 %, AgNO3; 39 mM). Se lavo el gel como
se hizo anteriormente y se reveld por 5 a 20 min en 250 mL de solucion de revelado
(formaldehido 0,02%, acido citrico monohidratado 0,24 mM). La reaccién se detuvo

lavando el gel con agua destilada.

I.16. Ensayos de infeccion de Danio rerio con cepas de S. Enteritidis mediante

inmersion estatica

Con el objetivo de establecer si la regulacién de la expresién de los genes IpxO y
pagP dependiente de oxigeno influye sobre la virulencia de S. Enteritidis, se llevaron a
cabo ensayos de infeccion por inmersion estatica utilizando como modelo de hospedero

larvas de pez cebra de 2 dpf.
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1.16.1. Mantencidn de las larvas de pez cebra

Tanto el mantenimiento de las larvas como los ensayos de infeccién de los peces se
realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de Sistemas del Departamento de Biologia
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, en colaboracion con el Dr. Francisco
Chavez. Para los ensayos se utilizaron larvas de pez cebra de la linea silvestre Tab5 de
2 dpf. Las larvas se mantuvieron a 28°C en medio embrionario E3 (NaCl 5mM, KCI
0,17 mM, CaCl; 0,33 mM, MgSO4 0,33 mM). Desde su fecundacion hasta el final de los

ensayos de infeccion, el medio de las larvas fue reemplazado por medio fresco cada 24 h.

1.16.2. Infecciéon de larvas de pez cebra mediante inmersion estatica

Para los ensayos de infeccién, las cepas de S. Enteritidis se cultivaron en caldo LB a
37°C con agitacion hasta alcanzar una DOsoo ~ 0,6. Se colectaron las bacterias y se lavaron

2 veces con 3 mL de PBS y una vez con igual volumen de medio E3.

En una placa de 6 pocillos, se depositaron 4 mL de medio E3 y 10 larvas de pez
cebra por pocillo. Considerando que no existen experiencias previas de infeccion de larvas
de pez cebra con cepas de S. Enteritidis, se decidio utilizar dos dosis infectivas, por lo tanto,
a cada pocillo se agregdé una suspension de bacterias ajustadas a ~1x10° UFC/mL y
~2,5x10° UFC/mL, en un volumen total de 8 mL. El nimero de bacterias viables se
determiné mediante dilucion seriada y plaqueo en agar LB. Como control se mantuvieron
10 larvas sin infectar. A las 24 h post infeccion (hpi) se lavaron las larvas con medio E3 y
se determind el desarrollo de la infeccion cada 24 h a partir de parametros fisiologicos
observables en los peces, asignando un valor de 4 para larvas sanas, hasta un valor 0 para
larvas muertas (Tabla 4). Cabe mencionar que para reducir la variabilidad poblacional

dentro de los individuos infectados, al momento de la infeccion todas las larvas tenian un
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estado fisiologico éptimo (4). Una vez concluidos los ensayos de infeccidn se anestesiaron
los individuos sobrevivientes agregando metanosulfonato de tricaina al 0,02% al medio y

luego se procedié a sacrificarlos por congelamiento.

I1.17. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de dos grupos experimentales se utilizé la prueba t de
Student, mientras que para los analisis que comparaban tres o0 mas grupos se utilizd
ANOVA de una via y el test de Bonferroni. La uUnica excepcion fue el analisis de
supervivencia de larvas de pez cebra, para lo cual se utilizd la prueba
Geham-Breslow-Wilcoxon. En todos los casos, para determinar la significancia de los

resultados, se considerd un intervalo de confianza del 95% (p<0,05).

Tabla 4. indice del estado fisioldgico de larvas de Danio rerio durante la infeccién con cepas
de S. Enteritidis.

Valor asignado al

P Caracteristicas observables
estado fisiologico

Larvas vitales con flujo sanguineo y latido cardiaco normal, reactivas

4 al tacto de su cola.

Respuesta disminuida al tacto de su cola luego de tocarla 1 0 2 veces,

3 0 que presentan nado erratico y de corta trayectoria.

Respuesta minima al tacto de su cola (hadan distancias pequefas
2 erraticamente luego de tocar su cola 3 0 mas veces) y presentan flujo
sanguineo disminuido.

No responden al tacto de su cola y presentan baja frecuencia
cardiaca.

Larvas muertas, no presentan latido cardiaco y sus colas estan
torcidas.
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lll. RESULTADOS

lll.1. La regidon promotora de genes involucrados en la dinamica estructural del LPS

presentan sitios de unién funcionales a ArcA 'y Fnr

lll.1.1. Analisis bioinformaticos revelan que existen sitios hipotéticos de unién a ArcA
y Fnr en la regién promotora de genes involucrados en la dindmica estructural del

LPS en S. Enteritidis

Como se menciond, estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que la
expresion de algunos genes involucrados en la sintesis (waal, wbaB, wzy, WzZsg Y WZZsepE)
y modificaciéon (arnT, eptA, eptB, IpxO, IpxR y pagP) del LPS es modulada por la
disponibilidad de oxigeno. Para determinar si esta regulacién es ejercida por la interaccion
directa entre el promotor de estos genes con los factores transcripcionales ArcA y/o Fnr, se
realizé un analisis bioinformatico para buscar probables sitios de union a ArcA (ABS) y a
Fnr (FBS) en estos promotores, utilizando el software PRODORIC. Ademas, se determiné
el sitio de inicio de la transcripcion hipotético y la posible posicion de las cajas -10 y -35 en

dichos promotores mediante el software BPROM de SoftBerry.

Para estos analisis, se utilizé la secuencia de las regiones promotoras de los genes
IpxO y pagP, considerando 440 y 510 pb rio arriba del sitio de inicio de la traduccion,
respectivamente. En la region promotora de IpxO se encontraron tres posibles ABS
centrados en las posiciones -226 (L-ABS3), -50 (L-ABS2) y 15 (L-ABS1), con respecto al
probable sitio de inicio de la transcripcion. Ademas, en la misma region se encontré un FBS
hipotético centrado en la posicion -380 (L-FBS) (Figura 6A). En el caso del promotor del
gen pagP, se encontraron tres posibles ABS centrados en las posiciones -11 (P-ABS3), 128
(P-ABS2)y 145 (P-ABS1), y dos FBS hipotéticos centrados en las posiciones -315 (P-FBS2)

y -101 (P-FBS1) (Figura 6B).
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CATATGCAGT |TTCATCTCCATCAT | GCCAACTGGATTGGCGAAATTCAGGAGCTGGTGGTATTACCGCCGATGCG
L-FBS
GGGACAAAAAATTGGCAGTCAGCTTCTGGCCTGGGCAGAAGAAGAAGCACGTCAGGCGGGCGCCGAGCTAACGGAG

CTTTCCACAA CCGCGATGCACACCGTTTTTATCTTCGCGAAGGTTACAAGCAAAGTCATTTCCG
L-ABS3
GTTTACCAAAGCATTGTGAAGCCATCTCAATTCTACTGTCGGCAAGCCTGGATAAA GCTGACTC
L-ABS2
GCTTCTTTAGCAAAAATGGCCC TTTTAAGTTGTAGAAATGTAAATTT AACTACACTTTTCTCTT
-35 -10 +1 L-ABS1
TGGCATCACCGGGAGGGTTGCCTGAAAATCCCGGGATGAGGT TTTCTTAGAAGGACAGTGACGTT

C | IGATAATAAGCAGA| ACCAGACCGCCGACAAATAAAACGCCAGTGGCGGAATATCCCTTAATGATGTAGCGTGC
P-FBS2
TACACCCACAATAACGACGACTCCGATAAGGAGCTCTATAACTGTTAGCATTGTTTCCCCTGTCTTATCGACACCC

AGAGTAAAAATAAGAACCACAAAAGTGGTATAAAAATGTACCGAATAAAGGATGGCGCCTT RCTGATTAAAATCA |
P-FBS1
CGGCGCGGTTATTTTTTCATGTCATCACTAAAGATGAAATATGTTTATACGAATTTTCTGTA GTGCTATAAGTATT
-35

AATTTAT TTGTTTTATTTGTTGTGCTTTGTTTTGTGTTTTTTGTGAAAGCTTATTAAGGAGCGC
P-ABS3 -10 +1

GTGACGGTTCTGAGTGCTAAATCAAACGCCGTTAACCCGATACTCTCTCAGATTATTCTCTGTTTATAGTT

[zacarT] TTATTCA GTTATTATCACAGTCGAATTTTTGAACGGT
P-ABS2 P-ABS1

Figura 6. La region promotora de los genes IpxO y pagP contienen ABS y FBS hipotéticos.
Secuencia nucleotidica del promotor de los genes IpxO (A) y pagP (B). Subrayado se observa el sitio
de inicio de la transcripcion (+1) y las cajas -10 y -35 predichas, mediante el software BProm
(SoftBerry). Demarcados en cuadros rojos y azules se muestran los sitios de unién a ArcA y Fnr,
respectivamente, predichos por el software Virtual Footprinting (Prodoric).

En cuanto a la region promotora de los demas genes analizados, los resultados se
resumen en la Tabla 5 y se muestran en mayor detalle en el Anexo 1, Figura 19. Dentro
de los promotores de los genes wbaB, wzy, wzzZse, WzZipe, eptA, eptB, y IpxR se
encontraron al menos tres ABS y un FBS hipotéticos, mientras que en el promotor de waalL
se encontro tres posibles ABS, pero ningun FBS. Por su parte, el promotor de arnT no

presento posibles ABS o FBS en su promotor.
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Tabla 5. ABS y FBS hipotéticos identificados en la regién promotora de genes involucrados
en la dinamica estructural del LPS.

Gen ABS hipotéticos identificados FBS hipotéticos identificados
Cantidad Posicion* Cantidad Posicion*

wbaB 3 +121, +2, -169 2 +125, -85

wzy 3 -10, -12, -20 2 +98, -109

waal 3 +188, +46, -98 0

WZZse 3 -117,-221, -312 2 +17,-19

WZZtepE 3 -14,-92, -109 2 +63, -269

arnT 0 0

eptA 4 -31, -187, -224, -348 1 -324

eptB 3 +63, +37,-173 1 -35

IpxR 3 -129, -252, -316 3 -80, -177, -377

*Con respecto al sitio de inicio de la transcripcién predicho mediante el software BProm de SoftBerry.

ll.1.2. ArcA fosforilado y FnrD154A se unen a las regiones promotoras de genes

involucrados en la sintesis y modificacién del LPS in vitro

Con el objetivo de determinar si ArcA y Fnr tiene la capacidad de unirse efectivamente
a los promotores de los genes en estudio se realizaron ensayos de cambio de la movilidad
electroforética (EMSA), para lo cual se amplifico la regién promotora de dichos genes
mediante PCR y luego se incubaron con cantidades crecientes de ArcA fosforilado (ArcA-P)
o FnrD154A. Esta ultima corresponde a un variante constitutivamente activa de Fnr de
E. coli K12 (Lazazzera et al., 1993). Como control, los promotores se incubaron con ArcA

sin fosforilar y ArcA-P y FnrD154A desnaturados por calor.

Para estos experimentos, en primer lugar se utilizd una sonda correspondiente al
promotor completo de /[pxO, la que incluye los tres ABS hipotéticos (LO, esquematizado en
la Figura 7A). Los resultados muestran que ArcA-P retardo la migracion de esta sonda de
manera dependiente de la dosis (Figura 7B, carriles 2-7). A concentraciones iguales o
superiores a 40 ug/mL de ArcA-P, se observo una banda discreta de menor movilidad
electroforética que refleja la formacién de un complejo de mayor estabilidad entre ArcA y la
sonda LO (Figura 7B, carriles 6 y 7). Por otra parte, para estudiar la interacciéon entre ArcA

y el promotor del gen pagP se utilizé una sonda correspondiente al promotor completo de
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este gen, que incluye los tres ABS hipotéticos (PO, esquematizada en la Figura 8A). Como
se observa en la Figura 8B (carriles 3-7), ArcA-P retardd la migracion de la sonda PO
también de manera dependiente de la dosis. Se observé la formacion de un complejo
estable de baja movilidad en presencia de concentraciones iguales o superiores a 30 ng/mL

de ArcA-P (Figura 8B, carriles 5-7).

Es importante mencionar que tanto ArcA no fosforilado como ArcA-P desnaturado por
calor, no retardaron la migracién de las sondas LO y PO (Figura 7B y 8B, carriles 8 y 9).
Estos resultados indican que ArcA interactua in vitro con el promotor de los genes IpxO y
pagP, de manera dependiente de su fosforilacion y de su estructura nativa, lo cual confirma

la presencia de ABS funcionales en estos promotores.

Para determinar cudl o cuéles de los ABS hipotéticos son los responsables de la
interaccion entre las regiones promotoras de IpxO y pagP con ArcA-P in vitro, se
amplificaron sondas de DNA que corresponden regiones acotadas de los promotores de
estos genes que sélo contienen un ABS hipotético (L1, L2 y L3, esquematizadas en la
Figura 7A y P1, P2 y P3, en la Figura 8A). Estas sondas se incubaron con cantidades
crecientes de ArcA-P para determinar su interaccién con la proteina mediante EMSA
(Figuras 7C y 8C). Con respecto al promotor del gen /pxO, ArcA-P retardé la migracion de
la sonda L1, que incluye L-ABS1, de manera dependiente de la dosis (Figura 7C, panel
izquierdo, carriles 2-4). Ademas, se observo que esta interaccidon es dependiente de la
fosforilacion de ArcA, ya que la proteina desfosforilada no retardo la migracion de la sonda
(Figura 7C, panel izquierdo, carril 5). Por otra parte, ArcA-P no retardd la migracion de las
sondas L2 y L3, que incluyen L-ABS2 y L-ABS3 respectivamente (Figura 7C, panel central
y derecho, carriles 2-4). A partir de estas observaciones, podemos inferir que L-ABS1
(contenido en la sonda L1) es el principal responsable de la interaccién del promotor del

gen Ipx0O con ArcA-P.
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Figura 7. ArcA-P se une a la region promotora del gen IpxO in vitro. A) Esquematizacion de las
region promotora de /pxO y de las sondas de DNA (LO, L1, L2 y L3) utilizadas en los ensayos de
unién a ArcA in vitro. Los recuadros rojos representan los ABS putativos y los azules los FBS
putativos. B) Ensayos de cambio en la movilidad electroforética de la sonda LO, que contiene el
promotor completo de /pxO. La sonda de 440 pb se incub6 en presencia de concentraciones
crecientes de ArcA-P (carriles 2-7). Como control negativo se incubé LO en ausencia de ArcA
(carril 1), en presencia de ArcA sin fosforilar (carril 8) o de ArcA-P desnaturado por calor (carril 9).
C) Ensayos de cambio en la movilidad electroforética de sondas que corresponden a fragmentos
acotados del promotor de [pxO que incluyen sélo un ABS putativo (L1, L2 y L3). Las sondas se
incubaron en presencia de concentraciones crecientes de ArcA-P (carriles 2-4). Como control
negativo las sondas se incubaron en ausencia de ArcA (carriles 1) y en presencia de ArcA sin
fosforilar (carriles 5).

Con respecto al promotor del gen pagP, ArcA-P retardd la migracion de las sondas
P2 y P3, que incluyen P-ABS2 y P-ABS3 respectivamente, de manera dependiente de la
dosis (Figura 8C, panel central y derecho, carriles 2-4) y de la fosforilacion de la proteina
(Figura 8C, panel central y derecho, carriles 5). Se observé la formacion de un complejo
estable entre estas sondas y ArcA-P a concentraciones iguales o superiores a 20 ug/mL de

proteina, en el caso de P2, y a 40 ug/mL de proteina, en el caso de P3. A diferencia de lo
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observado para estas sondas, ArcA-P no retardé la migracién de la sonda P1 (que contiene
P-ABS1) bajo ninguna condicién ensayada (Figura 8C, panel izquierdo). De acuerdo a los
resultados, podemos inferir que P-ABS2 y P-ABS3 (contenidos en las sondas P2 y P3,
respectivamente) son principalmente responsables de la interaccién entre el promotor del

gen pagPy ArcA-P.

A B PO
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PO e e 3 510 pb 3 ﬁ H‘F
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P3 el s 420) pb Sonda unidal N
Sonda libre—>1 lusel bt (R
ArcA-P(ugmL) - 5 10 20 30 40 50
ArcA (ung/mL) - - - - - 50
ArcA-P desnat - - - - - - 50
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C P1 P2 P3
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 12 3 4 5
Complejo > ‘
Complejo ‘ t J . ' estable I ‘ v
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sonda__s, (\g i\ Nl ad s",.';;‘a—>u I oA Sonda _ \gud u u u
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Figura 8. ArcA-P se une a la region promotora del gen pagP in vitro. A) Esquematizacion de las
region promotora de pagP y de las sondas de DNA (PO, P1, P2 y P3) utilizadas en los ensayos de
unién a ArcA in vitro. Los recuadros rojos representan los ABS putativos y los azules los FBS
putativos. B) Ensayos de cambio en la movilidad electroforética de la sonda PO que contiene el
promotor completo de pagP. La sonda de 510 pb se incubd en presencia de concentraciones
crecientes de ArcA-P (carriles 2-7). Como control negativo se incubd PO en ausencia de ArcA
(carril 1), en presencia de ArcA sin fosforilar (carril 8) o de ArcA-P desnaturado por calor (carril 9).
C) Ensayos de cambio en la movilidad electroforética de sondas que corresponden a fragmentos
acotados del promotor de pagP que incluyen sélo un ABS putativo (P1, P2 y P3). Las sondas se
incubaron en presencia de concentraciones crecientes de ArcA-P (carriles 2-4). Como control
negativo las sondas se incubaron en ausencia de ArcA (carriles 1) y en presencia de ArcA sin
fosforilar (carriles 5).
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También se realizaron EMSA para determinar si el promotor de estos genes se une
directamente in vitro a FnrD154A. Los resultados del ensayo muestran que FnrD154A
retardé la migracion de las sondas LO y PO de manera dependiente de la dosis (Figura 9,
carriles 2-5) y que la proteina desnaturada por calor no alteré la migracién de estas sondas
(Figura 9, carriles 6). Para corroborar que la interaccion entre la proteina y las sondas de
DNA fuese especifica, en la reaccién de union se incluyé un DNA competidor que no
presenta FBS hipotéticos. Este DNA competidor no alterd su migracién bajo ninguna de las
condiciones ensayadas, lo cual demuestra que FnrD154A interactia en forma directa y
especifica con las regiones promotoras de lpxO y pagP in vitro, indicando la presencia de

FBS funcionales en estos promotores.

A B
PO
1 2 3 4 5 6
— H -— —
Sonda unida i Sonda unida [ |
Sonda libre——> |
Sonda libre—>> Huh AR
DNA
>l b UUUUHU
competidor H u ’u‘ competidor —>
FnrD154A (ug/ml) - 40 60 80 100 - FrrD154A (ug/mL) - 60 80 100

FnrD154A desnat (ug/mL) - - - - - 100 FnrD154A desnat (ug/mL) - - - - - 100

Figura 9. FnrD154A se une a la regién promotora de los genes IpxO y pagP in vitro. EMSA
utilizando las sondas LO (A) y PO (B), que incluyen el promotor completo de [pxO y de pagP,
respectivamente. Las sondas se incubaron en presencia de concentraciones crecientes de
FnrD154A (carriles 2-5). Como control negativo se incubaron las sondas ausencia de FnrD154A
(carriles 1) y en presencia de FnrD154A desnaturada por calor (carriles 6). Bajo todas las condiciones
se utilizd un DNA competidor de 256 pb, que corresponde al sitio de mudltiple clonamiento del
plasmidio pGEM-T Easy.

En cuanto a los demas genes analizados, ArcA-P retardo la migracién de sondas de

DNA correspondientes a los promotores de wbaB, wzy, waal, eptA, eptBy IpxR de manera

dependiente de la dosis (Figura 10, carriles 2-5). Mas aun, la unién entre el factor
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transcripcional y las sondas resulté dependiente de la fosforilacién de la proteina y su
estructura nativa, ya que no se observé cambios en la migracién de las sondas en presencia
de ArcA sin fosforilar o de ArcA-P desnaturada por calor (Figura 10, carriles 6 y 7). Por su
parte, FnrD154A también retardé la migracién de estas sondas de manera dependiente de
la dosis (Figura 11, carriles 2-5) y de la estructura nativa de la proteina (Figura 11, carril 6).
Se decidié no realizar los EMSA con el promotor del gen arnT dado que no se encontraron
cajas hipotéticas de uniéon para ninguno de los factores transcripcionales en estudio. Lo
mismo se decidié para el promotor de waal, que no posee FBS hipotéticos. En conjunto,
estos resultados revelaron que ArcA-P y FnrD154A se unen especificamente a las regiones
promotoras de genes involucrados en la dinamica estructural del LPS, lo que a su vez

corroboré la presencia de ABS y/o FBS funcionales en dichos promotores.
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Figura 10. ArcA-P se une a la region promotora de genes involucrados en la dinamica
estructural del LPS en S. Enteritidis. EMSA utilizando sondas que contienen el promotor completo
de los genes wbaB (A), wzy (B), waal (C), wzzse (D), wzziepe (E), eptA (F), eptB (G) y IpxR (H). Las
sondas se incubaron en presencia de concentraciones crecientes de ArcA-P (carriles 2-5). Como
control negativo se incubaron los promotores en ausencia de ArcA-P (carriles 1) y en presencia de
ArcA sin fosforilar (carriles 6) y ArcA-P desnaturada por calor (carriles 7).
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Figura 11. FnrD154A se une a la regiéon promotora de genes de S. Enteritidis involucrados en
la dinamica estructural del LPS. EMSA utilizando sondas que contienen el promotor completo de
los genes wbaB (A), wzy (B), wzzse (C), wzziepe (D), eptA (E), eptB (F) y IpxR (G). Las sondas se
incubaron en presencia de concentraciones crecientes de FnrD154A (carriles 2-5). Como control
negativo se incubaron los promotores en ausencia de FnrD154A (carriles 1) y en presencia de la
proteina desnaturada por calor (carriles 6). En todos los casos se utilizd un DNA competidor de
256 pb, que corresponde al sitio de multiple clonamiento del plasmidio pGEM-T Easy.

61



lll.2. Construcciéon de mutantes regulatorias en S. Enteritidis

l1l.2.1. Seleccién de los genes involucrados en la dinamica estructural del LPS sobre

los cuales se construyeron las mutantes regulatorias de S. Enteritidis

Si bien hasta ahora hemos logrado establecer que la expresion de genes involucrados
en la sintesis y modificacion del LPS son regulados por la disponibilidad de oxigeno, la
siguiente etapa de esta tesis pretendid estudiar el efecto de esta regulacion sobre la
virulencia de S. Enteritidis. En este contexto, se decidié no continuar estudiando el efecto
de esta regulacién sobre genes involucrados en la sintesis del LPS (wbaB, wzy, waal,
WZZse Y WZZiepe), Ya que que la disponibilidad de oxigeno afecta el metabolismo de sus
precursores (lipidos y azucares nucleotidicas) (revisado en Cronan, 2003 y Fraenkel &
Vinopal, 1973). Como se menciond, el proceso de sintesis del LPS requiere de la accion de
mas de 50 proteinas, cuya expresién es regulada a nivel transcripcional (Bittner et al., 2004;
Landini & Zehnder, 2002; Skovierova et al., 2005) y postranscripcional (Arends et al., 2016;
Klein & Raina, 2015) en respuesta a estrés nutricional (Bittner et al., 2004) o de membrana
(Skovierova et al., 2005), factores ambientales que también pueden ser afectados por la
disponibilidad de oxigeno. En total, la consideracion de todos estos factores ambientales

que podrian influir sobre la sintesis del LPS dificultaria la interpretacion de los resultados.

Por otra parte, como se menciond, el perfil de especies de lipido A detectado mediante
espectrometria de masas en S. Enteritidis crecida en MME, bajo condiciones aerébicas y
anaerobicas, muestra 4 especies principales: lipido A candnico (hexaacilado), lipido A
heptaacilado y sus contrapartes hidroxiladas (Figura 3). Es asi que, bajo estas condiciones
de crecimiento, sélo se logré observar las especies producidas por las enzimas LpxO y
PagP, codificadas en los genes lpxO y pagP, respectivamente. Debido a lo anterior, se

descartaron de este estudio los genes que codifican otras enzimas modificadoras del LPS
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(eptA, eptB y IpxR), debido a que no podemos asegurar que se estén expresando bajo las

condiciones de estudio.

ll.2.2. La regulacion oxigeno dependiente de la expresion de IpxO y pagP es

modulada por ArcA en S. Enteritidis

Resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio revelaron que la expresion
de IpxO (Figura 3C) y pagP (resultados no mostrados) es afectada por la disponibilidad de
oxigeno; sin embargo, desconocemos si esta regulacién dependiente de oxigeno es
modulada de manera negativa o positiva por ArcA y/o Fnr. Con el objetivo de esclarecer
esta interrogante, se decidié estudiar la actividad de los promotores de IpxO y pagP
mediante la construccién de fusiones transcripcionales a lacZ cromosdmicas en los fondos
genéticos silvestre, Afnry AarcA de S. Enteritidis. De esta forma, se determino la actividad

enzimatica del gen reportero en las cepas crecidas en MME en aerobiosis y anaerobiosis.

Como se muestra en la Figura 12A, la actividad B-galactosidasa de la fusion
IpxO-lacZ construida en un fondo genético silvestre, disminuyd significativamente cuando
la cepa se cultivo bajo condiciones anaerdbicas respecto a la cepa crecida aerdbicamente,
lo cual refleja una disminucién en la actividad del promotor de JpxO. Por otra parte, en
condiciones de crecimiento aerdbico, la actividad p-galactosidasa de la fusion lpxO-lacZ
construida en los fondos genéticos AarcA y Afnr de S. Enteritidis fue similar a la de la cepa
silvestre. No obstante, bajo condiciones anaerdbicas de crecimiento en las cepas mutantes
se observo un incremento de hasta tres veces en la actividad del reportero en comparacion
a la condicion aerdbica, fendmeno contrario a lo observado en la cepa silvestre. Cabe
mencionar que la restitucion de una copia intacta de los genes correspondientes en las

mutantes AarcA y Afnr complementd el fenotipo silvestre en ambas condiciones de
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crecimiento. De estos resultados se desprende que ArcA y Fnr regulan negativamente la

expresion de IpxO cuando S. Enteritidis es crecida bajo condiciones anaerdbicas.

Por otra parte, la actividad p-galactosidasa de la fusién pagP-lacZ construida en los
fondos genéticos silvestre, AarcA y Afnrde S. Enteritidis aumento significativamente cuando
estas bacterias se cultivaron bajo condiciones anaerébicas en comparacién con las mismas
cepas crecidas en condiciones aerdbicas (Figura 12B). Sin embargo, este aumento (que
fue de 1,5 veces en la cepa silvestre y en la mutante Afnr) fue notoriamente mayor en la
mutante AarcA (alrededor de 15 veces). Interesantemente, la actividad del reportero
disminuyd en la cepa AarcAl/parcA bajo condiciones anaerdbicas de crecimiento, lo cual
indica que el incremento en el numero de copias de arcA también afecta la actividad del
promotor de pagP. En conjunto, estos resultados sugieren que ArcA es un represor de la
expresion de pagP en condiciones anaerobicas, mientras que Fnr no participa en la

regulacion de la expresion de este gen bajo estas condiciones.

ll1.2.3. Seleccidén de las mutaciones puntuales a generar en los promotores de /pxO'y
pagP en S. Enteritidis

Los resultados presentados hasta este punto sugieren que el factor transcripcional
ArcA es un represor de la expresion de [pxO y pagP en condiciones anaerébicas de
crecimiento y que ejerceria esta accion mediante su unién directa al promotor de estos
genes en S. Enteritidis. Lo mismo se sugiere para Fnr en el caso de la expresion del gen
IpxO. Con el fin de estudiar el impacto de esta regulacién oxigeno-dependiente sobre la

virulencia de S. Enteritidis, se construyeron mutantes regulatorias de dichos genes.

64



>
vy

IpxO-lacZ pagP-lacZ
© 40001 # 20000 #
y T # 150004 ;
S~ * i
2 2 3000 10000~
S S 4000
T 8 I
z§ 20001 30009 & #
© *
o2 . 2000- #
-g =.10001 * P
§
0 0-
¥y & & & &
g ¢ g v &
3 ¥ $
>
\

@l Aerobico Il Anaerdbico
Figura 12. ArcA participa en la regulaciéon de la expresion de IpxO y pagP dependiente de
oxigeno en S. Enteritidis. Se construyeron fusiones transcripcionales [pxO-lacZ (A) y pagP-lacZ
(B) en S. Enteritidis en los fondos genéticos silvestre, AarcA, AarcAlparcA, Afnry Afnripfnr. Se
determiné la actividad p-galactosidasa de las cepas que contenian estas fusiones crecidas en MME
bajo condiciones aerdbicas (barras azules) y anaerébicas (barras rojas). Para la comparacion entre
ambas condiciones de crecimiento de una misma cepa (aerdbico vs. anaerébico) se determind la
significancia estadistica mediante la prueba ¢ de Student, *p<0,05 vs. la misma cepa crecida en
condiciones aerobicas. Para la comparacion entre las diferentes cepas bajo una misma condicion de

crecimiento se determiné la significancia estadistica mediante la prueba ANOVA de una via, #p<0,05
vs. la cepa silvestre crecida en las mismas condiciones.

Para la construccién de estas mutantes regulatorias, en primer lugar fue necesario
determinar qué mutaciones se introducirian en sus promotores. En este contexto, se decidié
estudiar el efecto de la regulacion ejercida por ArcA sobre la expresion de IpxO y pagP,
considerando que los ABS contienen dos nucleétidos conservados que son absolutamente
necesarios para la union de la proteina al DNA (Evans et al., 2011). En el caso de los FBS,
no se han definido nucleétidos criticos para su union al DNA, por lo que la mutacion de
estos sitios no podria asegurar cambios en la afinidad entre los FBS y Fnr (Fink et al., 2007,

Park et al., 2013).
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Segun los resultados obtenidos por EMSA, la caja L-ABS1 del promotor del gen /pxO
seria la principal responsable de su interaccion con ArcA-P (Figura 7C), mientras que las
cajas P-ABS2 y P-ABS3 serian las mayormente responsables de la interaccion entre el
promotor de pagP y ArcA-P (Figura 8). Debido a lo anterior, los ABS mencionados fueron
seleccionados para ser mutados y asi estudiar el efecto de esta regulacion dependiente de

oxigeno sobre la virulencia de S. Enteritidis.

A grandes rasgos, la construccion de estas mutantes regulatorias (esquematizada en
la Figura 4) se realizé sobre mutantes que carecian de los genes cuya regulacién se queria
estudiar (S. Enteritidis AlpxO y ApagP), a las cuales se les reinsertdé cromosomalmente una
copia unica del gen correspondiente en un Jocus diferente al original. Estos alelos
reinsertados presentaban mutaciones en los posibles sitios de union a ArcA (S. Enteritidis
AlpxO/pWRK-Px-IpxO y S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx-pagP). Como control para este
estudio, también se construyeron cepas a las cuales se les reinserté una copia intacta del
gen (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Pwr-lpxO y S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwr-pagP). La
construccion de las mutantes regulatorias (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-lpxO vy
S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx-pagP) y sus contrapartes intactas (S. Enteritidis

AlpxO/IpWRK-Pwt-IpxO y S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwr-pagP) se detallan en el Anexo 2.

lll.3. La mutacién puntual de los ABS presentes en la region promotora de los genes

Ipx0O y pagP disminuye la afinidad de los promotores por ArcA-P

Para determinar si las mutaciones introducidas en los promotores de los genes IpxO
y pagP tienen un efecto funcional sobre la unién a ArcA-P, se realizaron EMSA utilizando
sondas que corresponden a las regiones promotoras de JpxO mutadas en L-ABS1 (LX0 y

LX1, esquematizadas en las Figura 13A) o sondas que contienen el promotor de pagP con
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P-ABS2 y/o P-ABS3 mutados (PX0, PX2 y PX3, esquematizadas en las Figura 14A). Para
facilitar la interpretacién de los resultados obtenidos, éstos se comparan con los EMSA
descritos en la seccion 1l1.1.2, los cuales se realizaron con las sondas que no presentaban

mutaciones en los ABS.

Los resultados muestran que si bien ArcA-P retarda la migracién de la sonda LXO,
que incluye la mutacion en L-ABS1, no se detectd la formacion de un complejo estable a
todas la concentraciones de proteina ensayadas (Figura 13B, panel derecho, carriles 2-6).
Ademas, cuando LXO0 se coincubd con hasta 30 ug/mL de ArcA-P se observé que gran parte
de la sonda se mantuvo libre (carriles 2-5). Por su parte, como se describi6é anteriormente,
ArcA-P retardé la migracién de la sonda LO que contiene L-ABS1 intacto (Figura 13B, panel
izquierdo). No obstante, a diferencia de lo evidenciado para LXO0, el retardo en la migracion
de LO se observd a concentraciones menores de proteina (a partir de los 10 ug/mL de
ArcA-P) y, ademas, se observé la formacién de un complejo estable a una concentracion

igual o superior a 40 ug/mL de ArcA-P (carril 6y 7).

Por su parte, ArcA-P retardé la migracién de la sonda LX1, que corresponde a una
region mas acotada del promotor de IpxO que contiene mutaciones en L-ABS1, en
presencia de 40 ug/mL de proteina, sin la formacion de un complejo estable y manteniendo
parte de la sonda libre (Figura 13C, panel derecho). A diferencia de LX1, la sonda L1, que
corresponde a su contraparte con L-ABS1 inalterado, fue capaz de formar un complejo
estable con ArcA-P a la misma concentracion de proteina. Cabe mencionar que ArcA no
fosforilado no retardé la migracion de LX0 y LX1, por lo que esta interacciéon depende de la

fosforilacion de la proteina (Figura 13B y 13C, paneles derechos).
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Figura 13. Las mutaciones puntuales en L-ABS1 disminuyen la afinidad entre el promotor del
gen IpxO y ArcA-P in vitro. A) Esquematizacion de las sondas de DNA utilizadas en los ensayos
de unién a ArcA in vitro. Los recuadros rojos representan los ABS hipotéticos y la “X” sefala la
mutacién del ABS indicado. B) EMSA utilizando la sonda que contiene el promotor completo de [pxO
intacto (LO, panel izquierdo) o con mutaciones en L-ABS1 (LXO0, panel derecho). Las sondas LO y
LX0 de 440 pb se incubaron en presencia de cantidades crecientes de ArcA-P (carriles 2-7). Como
control negativo, se incubaron las sondas en ausencia de ArcA (carriles 1), en presencia de ArcA sin
fosforilar (carriles 8), o de ArcA-P desnaturado por calor (carriles 9). C) EMSA utilizando las sondas
que incluyen sélo un ABS, correspondiente a L-ABS1 intacto (L1, panel izquierdo) o mutado (LX1,
panel derecho). Las sondas se incubaron en presencia de concentraciones crecientes de ArcA-P
(carriles 2-4). Como control negativo se incubaron las sondas en ausencia de ArcA (carriles 1) y en
presencia de ArcA sin fosforilar (carriles 5).
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En conjunto, estos resultados muestran que la mutacion en L-ABS1 disminuye la
afinidad del promotor del gen /pxO por ArcA-P, ya que las sondas LX0 y LX1, que presentan
dicha mutacién, no son capaces de formar un complejo estable con la proteina, a diferencia

de sus contrapartes LO y L1 que presentan L-ABS1 sin mutaciones.

Por otra parte, ArcA-P retardo la migracion de la sonda PXO0 (que incluye mutaciones
en P-ABS2 y P-ABS3 en el promotor de pagP) formando un complejo estable a
concentraciones iguales o superiores a 20 ug/mL de la proteina (Figura 14B, panel
derecho, carriles 5-7). Al igual que PX0, la sonda PO formé un complejo estable con ArcA-P
a las mismas concentraciones (Figura 14B, panel izquierdo, carriles 5-7). Sin embargo, en
el caso de PO no se observo sonda libre bajo esta condicién, a diferencia de lo observado

para PXO0.

De forma similar a PX0, ArcA-P también retardd la migracion de la sonda PX2, que
incluye soélo el sitio P-ABS2 modificado, formando un complejo estable a concentraciones
iguales o superiores a 20 ug/mL de la proteina (Figura 14C, panel derecho, carriles 3 y 4).
Resultados similares se obtuvieron en los EMSA realizados con la sonda P2, que presenta
P-ABS2 intacto (Figura 14C, panel izquierdo). Si bien en ambos casos se observé que a
20 ug/mL de ArcA-P se mantiene una fraccién de la sonda libre, esta fraccion es mayor en
el caso de PX2 que en el caso de P2 (comparar carriles 4 de ambos paneles en la
Figura 14C). Finalmente, ArcA-P no retardd la migracion de la sonda PX3, que incluye sélo
la mutacién en P-ABS3 (Figura 14D, panel derecho), a diferencia de lo que se observé para
la sonda P3, que contiene P-ABS3 intacto (Figura 14D, panel izquierdo). Cabe mencionar
que ArcA sin fosforilar no retardé la migracién de las sondas PX0, PX2 y PX3 (Figura 14C
y 14D, carriles 5), por lo que la fosforilacion de ArcA es necesaria para su interaccion con

estas sondas.
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Figura 14. Las mutaciones puntuales en P-ABS2 y P-ABS3 disminuyen la afinidad entre el
promotor del gen pagP y ArcA-P in vitro. A) Esquematizacion de las sondas de DNA PO y PX0
utilizados en los ensayos de unién a ArcA in vitro en B. Los recuadros rojos representan los ABS
putativos y los cuadros negros con dos “X” sefialan la mutacion del ABS indicado. B) Ensayos de
cambio en la movilidad electroforética de las sondas que contiene el promotor completo de pagP
intacto (PO, panel superior) o con mutaciones en P-ABS2 y P-ABS3 (PXO0, panel inferior). Las sondas
PO y PX0 de 510 pb se incubaron en presencia de cantidades crecientes de ArcA-P (carriles 2-7).
Como control negativo se incubaron las sondas en ausencia de ArcA (carriles 1), en presencia de
ArcA sin fosforilar (carriles 8) o de ArcA-P desnaturado por calor (carriles 9). C) Esquematizacion de
las sondas de DNA P2 y PX2 utilizadas en los ensayos de unién a ArcA in vitro en D. D) Ensayos de
cambio en la movilidad electroforética de las sondas que incluyen sélo P-ABS2 intacto (P2, panel
superior) o mutado (PX2, panel inferior). E) Esquematizacion de las sondas de DNA P3 y PX3
utilizadas en los ensayos de union a ArcA in vitro en F. F) Ensayos de cambio en la movilidad
electroforética de las sondas que incluyen so6lo P-ABS3 intacto (P3, panel superior) o mutado (PX3,
panel inferior). Las sondas P2, PX2, P3 y PX3 (D y F) se incubaron en presencia de concentraciones
crecientes de ArcA-P (carriles 2-4). Como control negativo se incubaron las sondas en ausencia de
ArcA (carriles 1) y en presencia de ArcA sin fosforilar (carriles 5).
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Estos resultados revelan que las mutaciones generadas en P-ABS2 y P-ABS3
disminuyen la afinidad del promotor pagP por ArcA-P, ya que las sondas PX0 y PX2 (que
incluyen mutaciones en P-ABS2) mantienen una fraccion mayor de sonda libre que sus
contrapartes intactas, PO y P2. Finalmente el efecto de la mutacion de P-ABS3 sobre la
afinidad de la sonda a ArcA-P es muy claro, ya que ArcA-P no retardé la migracion de la

sonda PX3 que contiene esta mutacion, a diferencia de lo observado para P3.

En conjunto, los resultados obtenidos hasta este punto revelan que ArcA reprime la
expresion de IpxO y pagP en condiciones anaerébicas de crecimiento mediante su unién
directa a los promotores de dichos genes. La mutacion de L-ABS1 en el promotor de [pxO
y de P-ABS2 y P-ABS3 en el promotor de pagP reducen la afinidad entre ArcA y estos
promotores, lo cual podria repercutir sobre la regulacion dependiente de oxigeno de la

expresion de estos genes.

lll.4. Ensayos de infeccién de larvas de pez cebra con cepas de S. Enteritidis

Para estudiar el efecto de la regulacién de la expresion de IpxO y pagP dependiente
de oxigeno sobre la virulencia de S. Enteritidis, se decidié usar pez cebra como modelo de
hospedero. El incremento en el uso de pez cebra para el estudio de su interaccién con
patégenos, incluyendo a S. Typhimurium, ha permitido el establecimiento de este
organismo como hospedero alternativo al modelo murino (Tobin et al., 2012; van der Sar

et al., 2003; Varas et al., 2017a y 2017b).

Para llevar a cabo los ensayos, se modificd un protocolo previamente desarrollado en
el Laboratorio de Microbiologia de Sistemas del Departamento de Biologia de la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Chile. Este protocolo consiste en asignar un valor al estado
fisiologico de las larvas de pez cebra (Tabla 4), tomando en consideracion distintos

parametros como la sensibilidad al tacto de su cola, frecuencia cardiaca y flujo sanguineo.
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De esta manera, el valor del indice promedio del estado fisiolégico (IPEF) asignado a una
poblacion de 10 larvas, y la mortalidad de los individuos infectados, nos permitié monitorear

el desarrollo de la infeccion.

ll.4.1. La inactivacion del gen IpxO en S. Enteritidis genera un fenotipo hipervirulento

durante la infeccidon en Danio rerio

Siendo la primera vez que se utiliza pez cebra como modelo de infeccion para
S. Enteritidis, se realizé un primer ensayo exploratorio para determinar la dosis infectiva y
los tiempos de monitoreo adecuados. Para esto, 10 larvas de 2 dpf se expusieron a una

suspension de bacterias ajustadas a ~1x10° UFC/mL y ~2,5x10° UFC/mL.

En este primer ensayo, se utilizd la cepa silvestre (S. Enteritidis/pWRK-Cam), la
mutante carente del gen IpxO (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Cam), la mutante con una copia
intacta del gen (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Pwr-IpxO) y la mutante con una copia de IpxO
que contiene mutaciones en L-ABS1 (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-IpxO). En estas dos

ultimas cepas, se realiz6 la insercién cromosomal de los alelos correspondientes.

Se realizé un primer monitoreo de las larvas a las 18 hpi. A este tiempo todas las
larvas infectadas con ~2,5x10° UFC/mL murieron, salvo las infectadas con la mutante
regulatoria de IpxO (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-IpxO), las cuales presentaron un 100%
de supervivencia a este tiempo (resultados no mostrados). Por otra parte, varias de las
larvas infectadas con la menor dosis infectiva (~1x10° UFC/mL) sobrevivieron luego de
18 hpi, por lo que fue posible evaluar su estado fisioldgico bajo estas condiciones de
infeccién (Figura 15). Las larvas infectadas con la cepa silvestre (S. Enteritidis/pWRK-Cam)
presentaron un IPEF de 2,2, (Figura 15, barras azules), con la muerte de 1 individuo

(Tabla 6), mientras que las larvas infectadas con la cepa carente del gen IpxO (S. Enteritidis

72



AlpxO/pWRK-Cam) presentaron un IPEF de 0,2 (Figura 15, barras amarillas), muy por
debajo del obtenido con la cepa silvestre. Este bajo indice se debe tanto a la alta mortalidad
de las larvas (Tabla 6), como a un estado fisiolégico muy deteriorado de los dos individuos
sobrevivientes. El IPEF de las larvas infectadas con la cepa mutante que contiene una copia
intacta del gen IpxO (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Pwr-lpxO) fue de 1,9 (Figura 15,
barras verdes), lo que indica la complementacion del fenotipo en esta cepa. Finalmente, las
larvas infectadas con la mutante regulatoria de [pxO (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-lpxO)

mostraron un IPEF de 2,7 (Figura 15, barras rojas), sin individuos muertos (Tabla 6).

44 BB S. Enteritidis/pWRK-Cam
[ S. Enteritidis AljpxO/pWRK-Cam
3- @ S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Pwt-lpxO

B S. Enteritidis AjoxO/pWRK-Px-jpxO

IPEF de larvas infectadas
N

Figura 15. Ensayo preliminar de infeccion de larvas de pez cebra con cepas de S. Enteritidis.
Se realizaron ensayos de infeccidon por inmersion estatica utilizando la cepa silvestre para jpxO
(S. Enteritidis/pWRK-Cam, azul), la mutante carente del gen JpxO (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Cam,
amarillo), la mutante que contiene una copia intacta del gen IpxO (S. Enteritidis
AlpxO/lpWRK-Pwt-IpxO, verde) y la mutante regulatoria que contiene una copia de /[pxO con L-ABS1
mutado (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-IpxO, rojo). Los ensayos se realizaron utilizando una dosis
infectiva de ~ 1x10° UFC/mL y se monitoreo el IPEF de una poblacién de 10 larvas a las 18 y 24 hpi.
Al momento de la infeccidn, todas las larvas presentaban un estado fisiolégico éptimo (IPEF = 4).

Luego de 24 hpi, se observdé que varias larvas infectadas con las cepas
S. Enteritidis/pWRK-Cam, S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Cam 'y S.  Enteritidis
AlpxO/pWRK-Pwt-IpxO habian muerto (Tabla 6) y que las sobrevivientes en su mayoria

presentaban un IPEF de 1,0, sin reaccion al toque de su cola y con ritmo cardiaco
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disminuido. En cuanto a las larvas infectadas con la mutante regulatoria S. Enteritidis
AlpxO/pWRK-Px-IpxO, éstas presentaron una supervivencia del 100% (Tabla 6) y un IPEF
de 2,0, muy superior a lo evidenciado en las infecciones con las otras cepas (Figura 15).
Es importante mencionar que se realiz6 un control de larvas sin infectar, las cuales se
mantuvieron en su 6ptimo estado fisiolégico (IPEF = 4), durante todo el tiempo que se llevo

a cabo el ensayo.

Tabla 6. Supervivencia de larvas de Danio rerio infectadas con cepas de S. Enteritidis.

Porcentaje de supervivencia de
larvas infectadas por inmersion
Cepa 18 hpi 24 hpi
S. Enteritidis/pWRK-Cam 90% 80%
S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Cam 20% 0%
S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Pwr-lpxO 80% 50%
S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-lpxO 100% 100%

Considerando el deterioro del estado fisiolégico de la mayoria de las larvas infectadas,
se decidié sacrificarlas y no continuar con el ensayo. No obstante, a partir de este ensayo
preliminar se determiné que la dosis infectiva a utilizar debe ser de ~1x10° UFC/mL, ya que
a esta dosis observamos diferencias en la virulencia de las cepas. Ademas, se establecié
que seria adecuado realizar monitoreos de las larvas infectadas a tiempos mas cortos
post infeccion (se propuso 2, 4 y 6 hpi) con el objetivo de evaluar eventos tempranos que
ocurren durante la infeccion con cepas hipervirulentas, como fue el caso de S. Enteritidis

AlpxO/pWRK-Cam.

Si bien para este ensayo no se incluyeron réplicas biolégicas, se puede inferir a partir
de los resultados que la cepa que carece del gen [pxO (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Cam), y

que por lo tanto es incapaz de hidroxilar el lipido A, parece ser hipervirulenta en
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comparacion con la cepa silvestre (S. Enteritidis/pWRK-Cam). Ademas, considerando que
los resultados obtenidos para la cepa silvestre son similares a los obtenidos para la cepa
S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Pwr-IpxO, se infiere que la restitucion de la copia intacta del gen

IpxO complemento el fenotipo silvestre.

Segun lo observado en los ensayos de infeccion en pez cebra, la cepa de
S. Enteritidis que contiene el gen IpxO con mutaciones en L-ABS1 (S. Enteritidis
AlpxO/pWRK-Px-Ipx0O) presenté un fenotipo marcadamente atenuado en comparacion con
las otras cepas ensayadas. Que la desregulacion de la expresion de IpxO afectara la
virulencia de la bacteria estaba dentro de lo esperable. Sin embargo, en esta cepa se
observé un marcado defecto en el crecimiento en medio sélido y la generacion de
agregados bacterianos cuando se crecié en medio liquido, lo que sugiere defectos en la
envoltura de la bacteria. Esto ultimo nos llevé a cuestionar la identidad de la cepa, por lo
que se realizaron ensayos de aglutinaciéon utilizando antisuero O de grupo D1 de
Salmonella. La mutante regulatoria de IpxO (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-lpxO) no sufrié
aglutinacion en presencia del antisuero, a diferencia de las otras cepas de S. Enteritidis
(resultados no mostrados). Considerando que este antisuero reconoce el AgO de la
bacteria, fue necesario determinar si la bacteria efectivamente producia este dominio del
LPS. Para esto, se analizo el perfil electroforético de muestras de su LPS. Como se muestra
en la Figura 16, la cepa silvestre y la mutante complementada con una copia intacta del
gen (S. Enteritidis/pWRK-Cam y AlpxO/pWRK-Pwr-lpxQO) presentaron el perfil
electroforético habitual de esta bacteria, caracterizado por moléculas conteniendo lipido
A-core unido al AgO, con diferente grado de polimerizacion. En cambio, la mutante
regulatoria S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-IlpxO sdlo presento la especie de mayor movilidad
electroforética, correspondiente a un lipido A-core carente de AgO. Un fenotipo con estas

caracteristicas no puede ser atribuido a las modificaciones genéticas realizadas en el
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promotor de /pxO en esta cepa, por lo que este resultado fue completamente inesperado.
Esto nos impidié seguir trabajando con dicha cepa, ya que muchos de los efectos que
podriamos observar no podrian ser unicamente atribuibles a la desregulacion de la
expresion de IpxO, sino también a su carencia de AgO (van der Sar et al., 2003) resultante

de alguna mutacion secundaria desconocida.
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Figura 16. La cepa S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-IpxO carece de antigeno O. Perfil
electroforético de las especies de LPS obtenidas desde la cepa silvestre (S. Enteritidis/pWRK-Cam,
carril 1), la mutante AlpxO con una copia intacta del gen /pxO (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Pwr-lpxO,
carril 2) y la mutante regulatoria que contiene una copia de [pxO con L-ABS1 mutado (S. Enteritidis
AlpxO/IpWRK-Px-IpxO, carril 3) crecidas en MME en condiciones aerodbicas.

lll.4.2. La inactivacion del gen pagP en S. Enteritidis genera un fenotipo atenuado

durante la infeccion de larvas de Danio rerio

Previamente, en este trabajo de tesis demostramos que ArcA reprime la expresién de
pagP en condiciones de crecimiento anaerébicas en S. Enteritidis y que esto ocurre
mediante su union directa a ABS situados en el promotor de este gen. Ademas, mutaciones

en los sitios P-ABS2 y P-ABS3 disminuyen la afinidad de este promotor por ArcA-P. Con el

76



objetivo de determinar si esta regulacion tiene un impacto sobre la virulencia de la bacteria,
se llevaron a cabo ensayos de infeccién en pez cebra mediante inmersién estética utilizando

una mutante regulatoria de pagP.

Tomando en consideracion los hallazgos realizados en el ensayo preliminar (seccién
lll.4.1), para estos experimentos se escogié una dosis infectiva de ~1x10° UFC/mL
utilizando la cepa silvestre (S. Enteritidis/pWRK-Cam), la mutante carente del gen pagP
(S. Enteritidis ApagP/pWRK-Cam), la mutante que contiene una copia intacta del gen pagP
(S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwr-pagP) y la mutante que contiene una copia del gen pagP
con mutaciones en P-ABS2 y P-ABS3 (S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx-pagP). En estas dos
ultimas cepas se realizo la inserciéon cromosomal de los alelos correspondientes. Para cada
ensayo, se tomaron 10 larvas de pez cebra de 2 dpf y se sumergieron en un pocillo con

8 mL de la suspension de bacterias.

En primer término, se monitoreo el estado fisiolégico de las larvas infectadas a las 2,
4 y 6 hpi; sin embargo, todas presentaron un estado fisiolégico 6ptimo (IPEF = 4) por lo que
no se observaron cambios con respecto al momento inicial de infeccién (resultados no
mostrados). Luego de 1 dpi, en algunos casos se logré evidenciar cambios en el estado
fisioldgico de las larvas con respecto al momento inicial de infeccién. Por una parte, el IPEF
de las larvas infectadas con la cepa silvestre (S. Enteritidis/pWRK-Cam) fue de 3,3 luego
de 1 dpi (Figura 17A, barras azules). Los dias posteriores, las larvas infectadas con esta
cepa registraron valores de IPEF cercanos al obtenido a 1 dpi, llegando a un valor de 2,3 a

los 4 dpi.

Por su parte, las larvas infectadas con la mutante carente del gen pagP (S. Enteritidis
ApagP/pWRK-Cam) presentaban un mejor estado fisioldgico que las infectadas con la cepa
silvestre luego de 1 dpi, obteniendo un IPEF de 3,7. Ademas, no se observaron variaciones

en este indice a tiempos posteriores post infeccion (Figura 17A, barras amarillas). Estos
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resultados muestran que la mutante carente del gen pagP, que es incapaz de palmitoilar su
lipido A, presentd un fenotipo atenuado en comparacion con la cepa silvestre. En cuanto a
las larvas infectadas con la cepa mutante que contiene una copia intacta del gen pagP
(S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwr-pagP), éstas presentaron IPEF de 3,0 a 1 dpi, muy similar
al obtenido por la cepa silvestre. Los dias posteriores de monitoreo, las larvas infectadas
con S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwr-pagP registraron valores de IPEF similares a las
infectadas con la cepa silvestre (Figura 17A, barras verdes), o que revela que la restitucion
de una copia intacta del gen pagP complement6 el fenotipo de la mutante. De manera
similar a lo observado en las larvas infectadas con la mutante que carece del gen pagP, las
larvas infectadas con la mutante regulatoria para este mismo gen (S. Enteritidis
ApagP/pWRK-Pxx-pagP) presentaron un IPEF de 3,7 a 1 dpi y no se observaron cambios
los dias posteriores de monitoreo (Figura 17A, barras rojas). De estos resultados se
desprende que la restitucion de una copia del gen pagP con mutaciones en P-ABS2 y
P-ABS3 no alter¢ el fenotipo de la cepa mutante. Cabe mencionar que las larvas utilizadas
como control sin infectar mostraron un estado fisiolégico 6ptimo (IPEF = 4) durante el

transcurso del ensayo.

A diferencia de los resultados obtenidos en la seccion anterior (seccién 1ll.4.1), bajo
estas condiciones experimentales no se registré muerte de individuos infectados. Debido a
esto, se decidio repetir el ensayo con una dosis infectiva mayor de ~2,5x10° UFC/mL para
evaluar la mortalidad de un total de 30 larvas infectadas por cada cepa de S. Enteritidis en
estudio. Bajo estas condiciones, se logré observar la muerte de individuos a partir de 1 dpi
(Figura 17B). En concordancia con los fenotipos recién descritos, las cepas
S. Enteritidis/pWRK-Cam y S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwr-pagP (que contienen una copia
intacta del gen pagP) generaron mayor mortalidad de las larvas infectadas, alcanzando un

66,7% y 70% de supervivencia, respectivamente, a 1 dpi. Por su parte, las cepas que

78



presentaron un fenotipo atenuado anteriormente, S. Enteritidis ApagP/pWRK-Cam y
S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx-pagP, generaron menor mortalidad en las larvas, con altos
porcentajes de supervivencia (93,3% y 96,7% respectivamente) a este tiempo. Las

diferencias observadas en la virulencia de las cepas se mantuvieron hasta el cuarto dia de

ensayo.
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Figura 17. La mutante ApagP de S. Enteritidis y la mutante regulatoria para el mismo gen
presentan un fenotipo atenuado en ensayos de infeccion de larvas de pez cebra. Se realizaron
ensayos de infeccidn por inmersién estatica utilizando una cepa silvestre para pagP de S. Enteritidis
(S. Enteritidis/pWRK-Cam, azul), la mutante carente del gen pagP (S. Enteritidis ApagP/pWRK-Cam,
amarillo), la mutante que contiene una copia intacta del gen pagP (S. Enteritidis
ApagP/pWRK-Pwr-pagP, verde) y la mutante regulatoria que contiene una copia de pagP con
P-ABS2 y P-ABS3 mutados (S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx-pagP, rojo). A) IPEF monitoreado cada
dia post-infeccion de 10 larvas de pez cebra infectadas con ~1x10° UFC/mL. Al momento de la
infeccién todas las larvas presentaban un estado fisiologico 6ptimo (IPEF = 4). La significancia
estadistica se determiné mediante la prueba ANOVA de una via para cada tiempo post infeccion,
*p<0,05 vs. S. Enteritidis/pWRK-Cam en el mismo dpi. B) Supervivencia de larvas de pez cebra
infectadas con ~2,5x10° UFC/mL. La significancia estadistica se determiné mediante la prueba
Geham-Breslow-Wilcoxon, *p<0,05 vs. S. Enteritidis/pWRK-Cam.

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que la cepa mutante de
S. Enteritidis carente del gen pagP es atenuada en un modelo de infeccidon de pez cebra

por inmersion estatica, en comparacion con la cepa silvestre. Ademas, la restitucion de una
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copia intacta de pagP complementa el fenotipo, mientras que la restitucion de una copia del
gen pagP con mutaciones en P-ABS2 y P-ABS3 mantiene el fenotipo atenuado de la
mutante. Cabe destacar que esta Ultima observacion llamé nuestra atencién dado que la
mutante regulatoria S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx-pagP presenté el mismo fenotipo que
la mutante nula S. Enteritidis ApagP/pWRK-Cam, por lo que se decidié caracterizar el perfil
electroforético del LPS obtenido desde las cepas en estudio y determinar la actividad del
promotor intacto de pagP y del promotor mutado en P-ABS2 y P-ABS3. Esto ultimo se
realizd6 ya que la localizacién de uno de los sitios de unién (P-ABS3) se encuentra
parcialmente superpuesto con la caja -10 del promotor de pagP (Figura 6) y, por lo tanto,

al alterar estas secuencias podria afectarse severamente la actividad de dicho promotor.

ll.4.3. La mutante regulatoria atenuada S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx-pagP carece

de lipido A heptaacilado debido a la inactivacion del promotor del gen pagP

Como se menciond, la mutante que contiene una copia de pagP con mutaciones en
P-ABS2 y P-ABS3 (S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx-pagP) presenté un fenotipo muy similar
al de la mutante nula (S. Enteritidis ApagP/pWRK-Cam), lo que sugiere que la mutante
regulatoria no expresa el gen pagP. Para dilucidar esta interrogante, en primer lugar se
evaluo el perfil electroforético de muestras de LPS obtenidas desde las cepas en estudio.
Se decidié crecer las cepas en MME, ya que éste simula de mejor manera las condiciones
a las cuales se sometieron las bacterias durante el ensayo de infeccién, en comparacién
con un medio rico. Ademas, se extrajo el LPS desde las cepas crecidas en condiciones
aerdbicas y anaerdbicas, para asi determinar la produccion de LPS en condiciones en las

cuales ArcA esta activo o inactivo.
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Segun se muestra en la Figura 18A, en el perfil electroforético del LPS obtenido
desde la cepa silvestre (S. Enteritidis/pWRK-Cam), las moléculas de mayor movilidad se
resuelven como un duplete. Se ha reportado que la banda superior de cada duplete
corresponde a LPS con lipido A heptaacilado (Chalabaev et al., 2014). Esto se condice con
lo que se observa en el perfil electroforético del LPS de la cepa S. Enteritidis
ApagPIpWRK-Cam, ya que ésta no presentd la banda superior de cada duplete, lo que
indica que no es capaz de palmitoilar su lipido A debido a la carencia de la palmitoil
transferasa PagP (codificada en el gen pagP). Por otra parte, la restitucién de una copia
intacta del gen (S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwr-pagP) complementé el fenotipo de la
mutante, ya que las moléculas de LPS se resolvieron como un duplete, al igual que en el
caso de la cepa silvestre. Finalmente, en el perfil electroforético del LPS obtenido desde la
mutante regulatoria de pagP (S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx.pagP) las moléculas de mayor
movilidad no se resolvieron como dupletes por lo que se infiere que esta cepa no presento
especies de LPS con lipido A heptaacilado. Cabe mencionar que la disponibilidad de

oxigeno no afectd el perfil electroforético del LPS obtenido de cada cepa.

Teniendo en consideracion que la mutante regulatoria (S. Enteritidis
ApagPIpWRK-Pxx.pagP), al igual que la mutante nula para pagP (S. Enteritidis
ApagP/pWRK-Cam), no produce lipido A heptaacilado, se considerd necesario evaluar si la
introduccion de mutaciones en P-ABS2 y, especialmente, sobre P-ABS3 afectan la actividad
del promotor. Para esto, se construyeron fusiones transcripcionales pagP-lacZ en los
diferentes alelos de pagP clonados en los plasmidios pWRK-Cam e insertos en el
cromosoma. Asi, mediante la determinacion de la actividad p-galactosidasa de las cepas
que poseen dichas fusiones, se pudo evaluar la expresion del reportero lacZ comandada

por el promotor intacto de pagP o por el promotor mutado en los ABS.
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Segun se muestra en la Figura 18B, la actividad B-galactosidasa de la cepa de
S. Enteritidis que presenté la fusion bajo el control del promotor intacto de pagP
(Pwr-pagP-lacZ) fue similar a la observada en la fusion construida sobre la cepa silvestre
(pagP-lacZ), tanto en condiciones de crecimiento aerdbicas como anaerodbicas. Estos
resultados corroboran la complementacién del fenotipo observado anteriormente en la cepa
S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwr-pagP, en términos de la produccion de especies de LPS
(Figura 18A) y de su virulencia (Figura 17). Sin embargo, la cepa que contenia la fusion
bajo el control del promotor mutado en P-ABS2 y P-ABS3 (Pxx-pagP-lacZ) presenté una
actividad B-galactosidasa significativamente menor a las otras cepas ensayadas, que no
vario en respuesta a la disponibilidad de oxigeno (Figura 18B). Este resultado nos llevé a
concluir que las mutaciones realizadas sobre en P-ABS2 y P-ABS3 inactivaron al promotor

pagP, impidiendo su expresion.

Este hallazgo nos permitio explicar por qué la mutante regulatoria S. Enteritidis
ApagP/pWRK-Pxx-pagP presenta un fenotipo similar al de la mutante nula (S. Enteritidis
ApagP/pWRK-Cam), en cuanto a la produccion de especies de LPS (Figura 18A) y a su

virulencia en los ensayos de infeccién en pez cebra (Figura 17).
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Figura 18. La cepa S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx-pagP no expresa pagP. A) Peffil
electroforético de especies de LPS obtenidas desde cultivos de S. Enteritidis crecidos en MME en
condiciones aerdbicas y anaerdbicas. Las flechas indican las bandas superiores de las especies que
se resuelven como dupletes, las cuales contienen lipido A heptaacilado. B) Evaluacién de la actividad
B-galactosidasa de las cepas de S. Enteritidis que contiene la fusion pagP-lacZ en un fondo genético
silvestre (pagP-lacZ), o que contienen esta fusién en el alelo clonado en pWRK, ya sea bajo el control
del promotor intacto de pagP (Pwt- pagP-lacZ) o del promotor mutado en los ABS (Pxx-pagP-lacZ).
Para esta medicion, las cepas se crecieron en MME en condiciones aerdbicas (azul) y anaerdbicas
(rojo). Para la comparacion entre ambas condiciones de crecimiento de una misma cepa (aerébico
vs. anaerobico) se determind la significancia estadistica mediante la prueba t de Student, *p<0,05
vs. la misma cepa crecida en condiciones aerdbicas. Para la comparacion entre las diferentes cepas
bajo una misma condicion de crecimiento se determiné la significancia estadistica mediante la prueba
ANOVA de una via, #p<0,05 vs. la cepa silvestre crecida en las mismas condiciones.
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IV. DISCUSION

El LPS es el mayor componente de la superficie de bacterias Gram negativo, por lo
que también es un importante mediador de las interacciones con el hospedero durante la
infeccién. El LPS se reconoce como una molécula dinamica, capaz de modificar algunas de
sus caracteristicas en respuesta a las condiciones ambientales que detectan las bacterias
(Rietschel et al., 1994; Raetz et al., 2007). Dentro de las modificaciones que puede sufrir el
LPS en respuesta a las condiciones ambientales, son las modificaciones en el lipido A las
que reciben mayor atencion debido al impacto que éstas presentan sobre el ciclo infeccioso

de diversos patogenos.

Estas modificaciones pueden ser clasificadas en dos tipos: las modificaciones sobre
los grupos fosfatos del lipido A y las modificaciones sobre las cadenas aciladas que
presenta esta molécula. Las primeras tienen el objetivo de enmascarar las cargas negativas
de los grupos fosfato, lo que confiere a las bacterias una mayor resistencia a CAMP,
mediadores de la inmunidad innata en diversos hospederos (Guo et al., 1997; Raetz et al.,
2007). Este es un mecanismo conservado utilizado por muchos patégenos bacterianos,
como S. Typhimurium, Francisella novicida, Bordetella brochiseptica, Helicobacter pylori y
Pseudomona aeruginosa, entre otros, para aumentar su supervivencia dentro del
organismo hospedero (Gunn et al., 1998; Lee et al., 2004; Moskowitz et al., 2004; Tran et
al., 2006; Wang et al., 2007; Marr et al., 2008). Por otra parte, las modificaciones a nivel de
las cadenas del lipido A pueden ser por hidroxilacién de éstas, desacilacion o acilacion
secundaria del lipido A. Estos cambios ayudan a evadir el reconocimiento del lipido A por
parte de receptores TLR4, lo cual genera una disminucion de la respuesta inflamatoria,
mecanismo comunmente utilizado por el hospedero para lograr la eliminacién del patégeno

(Guo et al., 1997; Raetz et al., 2007). Cabe mencionar que algunas modificaciones en las
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cadenas aciladas del lipido A, como la desacilacién por PagL o la palmitoilacion por PagP,
también aumentan la resistencia a CAMP debido a que disminuyen la permeabilidad de la
membrana externa (Guo et al., 1998). En el caso particular de Salmonella, varias de estas
modificaciones sobre el lipido A son reguladas por factores ambientales. En este contexto,
es sabido que la expresion de varios de los genes que codifican las enzimas modificadoras
del lipido A es regulada directa (pagL y pagP) o indirectamente (arnTy eptA) por el sistema
de dos componentes PhoP/PhoQ (Gunn et al., 2000). El sistema PhoP/PhoQ se activa en
condiciones de pH moderadamente acido y baja disponibilidad de cationes divalentes,

condicion que se asemeja al interior de la SCV.

Si bien las modificaciones que sufre el lipido A en un contexto ambiental que simula
el interior de la SCV han sido ampliamente estudiadas (revisado en Simpson & Trent, 2019),
las modificaciones de esta molécula en respuesta a otros microambientes que Salmonella
enfrenta durante su ciclo infeccioso no han sido exploradas a cabalidad. Tal es el caso del
lumen intestinal, en el cual Salmonella se expone a una alta osmolaridad y una baja tension
de oxigeno. Considerando que Salmonella cuenta con varios reguladores capaces de
detectar las variaciones en la disponibilidad de oxigeno (Bauer et al., 1999), éstos podrian
ser utilizados por la bacteria para modificar su lipido A, con el objetivo de llevar a cabo mas

eficientemente la infeccion.

En nuestro laboratorio hemos demostrado que varios genes involucrados en la
dinamica estructural del LPS son regulados por la disponibilidad de oxigeno y que, en
muchos de estos casos, esta regulacion se produce en forma dependiente de la presencia
del factor transcripcional Fnr. En este sentido, dentro de este trabajo de tesis se demostré
que los promotores de los genes wbaB, wzy, wzzse, Wzzipe, €ptA, eptB, IpxO y IpxR
presentan FBS hipotéticos (Figuras 6 y 19 y que ademas, estas regiones interaccionan con

FnrD154A in vitro (Figuras 9 y 11). Estas evidencias sugieren fuertemente que los FBS
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identificados en los promotores de estos genes serian funcionales, indicando que Fnr los
regula directamente. Cabe mencionar que las secuencias nucleotidicas de reconocimiento
de Fnr, tanto en E. coli (Partridge et al., 2008) como en S. Typhimurium (Fink et al., 2007),
se caracterizan por ser palindromicas y carecer de nucleétidos altamente conservados, lo
que dificulta la identificacion de nucledétidos cruciales para la interaccion entre este factor
transcripcional y el DNA. Por este motivo, los EMSA en presencia de FnrD154A siempre se
llevan a cabo en presencia de un DNA competidor que carece de FBS hipotéticos
(Lazazzera et al., 1993; Partridge et al., 2008), a diferencia de los ensayos realizados con
ArcA-P (Mika & Hengge, 2015), debido a la baja especificidad que presenta la interaccién

entre Fnry los sitios FBS.

Resultados no publicados de nuestro laboratorio establecieron, mediante ensayos de
gRT-PCR, que la disponibilidad de oxigeno afecta la expresién de genes involucrados en
la dinamica estructural del LPS. Sin embargo, en ese estudio no se logré establecer cual
es el rol de ArcA en este proceso debido a dificultades técnicas. Lo anterior se debié a que
no se pudo identificar un gen housekeeping para los experimentos de qRT-PCR en la
mutante AarcA. Sin embargo, mediante la construccion de fusiones transcripcionales
utilizando el gen reportero lacZ, se demostrd que ArcA seria un importante represor de la
expresion de los genes IpxO y pagP en condiciones de crecimiento anaerodbicas
(Figura 12). Para nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se describe el rol de
ArcA sobre la regulacion de la expresion de genes involucrados en la modificacion del lipido

A en respuesta a la disponibilidad de oxigeno.

En este trabajo también demostramos que los promotores de algunos genes
involucrados en la sintesis y modificacién del LPS (incluidos los de IpxO y pagP) presentan
ABS hipotéticos (Figuras 6 y 19). Cabe destacar que la ubicacion de los ABS dentro de los

promotores de [pxO y pagP es similar a la que presentan algunos genes cuya expresion es
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reprimida por ArcA en condiciones de crecimiento anaerdbico, como es el caso de los
operones cyd y cyo (Salmon et al., 2005). Ademas, se establecié que estas regiones
promotoras interaccionan con ArcA-P in vitro (Figuras 7, 8 y 10), lo cual sugiere que estos
ABS son funcionales. Incluso, establecimos que los ABS mayormente implicados en esta
interaccion son L-ABS1 en el caso del gen [pxO y, P-ABS2 y P-ABS3 en el caso de pagP
(Figuras 7C y 8C). Para establecer mas claramente la participacion de estos ABS en la
interaccion de ArcA-P con estas regiones promotoras, se mutaron dos nucleétidos de estos
ABS, correspondientes a una guanina y un timina ubicadas en las posiciones 2 y 3 de cada
ABS (Evans et al., 2011). Previamente se habia reportado, mediante experimentos de
footprinting, que la mutacién de estos nucleétidos inhibia la interaccién proteina-DNA en
E. coli (Park et al., 2013). Asi, demostramos que la mutacion puntual de estos ABS en los
promotores de /pxO y pagP disminuyen la afinidad de ArcA-P por estos promotores
(Figuras 13 y 14). Lo anterior sugiere fuertemente que ArcA ejerce su rol como represor de

la expresion de IpxO y pagP mediante interaccién directa con sus promotores.

Con el objetivo de estudiar el impacto de la regulacién de la expresion de lpxO 'y pagP
dependiente de oxigeno ejercida por ArcA sobre la produccion de LPS y la virulencia de
S. Enteritidis, se construyeron mutantes regulatorias para [pxO y pagP. Estas mutantes
contenian un alelo del gen controlado por el promotor intacto (Pwr-lpxO y Pwr-pagP) o por
el promotor mutado en L-ABS1 en el caso de IpxO (Px-lpxO), o P-ABS2 y P-ABS3 en el
caso de pagP (Pxx-pagP). Estos alelos fueron clonados en el plasmidio pWRK-Cam que
contiene el gen de la integrasa del fago Gifsy-1, la cual permite la insercion del plasmidio
en el cromosoma de la bacteria. Para asegurar que la expresién de JpxO o pagP ocurriera
solo a partir de los alelos incluidos en los plasmidios derivados de pWRK-Cam, fue

necesario realizar esta construccién en cepas de S. Enteritidis con fondo genético AlpxO o

ApagP, segun corresponda. Si bien se logré la construccidn de estas cepas (Figuras 20 a
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23), ambas mutantes regulatorias (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-lpxO y S. Enteritidis
ApagP/pWRK-Pxx-pagP) presentaron problemas, lo que no nos permitid abarcar este
objetivo. Por una parte, la mutante S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-lpxO sufrié la pérdida de
su AgO (Figura 16), probablemente debido a una mutacién secundaria ocurrida al azar en
algun locus desconocido del genoma. Debido a lo anterior, y considerando que muchos de
los cambios observados en cuanto a su virulencia podrian deberse a la pérdida de este
dominio del LPS (van der Sar et al., 2003) y no a la alteracién en la regulacion de la
expresion de /px0O, fue imposible trabajar con ella. En cuanto a la mutante S. Enteritidis
ApagP/pWRK-Pxx-pagP, por otra parte, se observé que no sintetizaba lipido A heptaacilado
y no expresaba el gen pagP (Figura 18). Este resultado fue inesperado, ya que P-ABS3 se
sitla sobre la caja -10 hipotética del promotor pagP (Figuras 6 y A5), lo que sugiere que el
mecanismo de represion de ArcA-P consiste en imposibilitar la union de la polimerasa al
promotor. En este contexto, es importante mencionar que la mutacién en P-ABS3 se realizé
inmediatamente rio arriba de la caja -10 hipotética, lo que podria afectar la funcién de esta
cajay, por ende, la unién de la polimerasa al promotor de pagP, impidiendo su transcripcién
en la mutante regulatoria S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx-pagP. Lo anterior explicaria por
qué la mutante regulatoria presenté un comportamiento similar a la mutante nula para pagP

(S. Enteritidis ApagP/pWRK-Cam) en los ensayos de infeccidén de pez cebra (Figura 17).

Como se ha mencionado, el uso de modelos hospederos alternativos para estudiar la
virulencia de bacterias patégenas se ha incrementado en los ultimos afios. Asi surge el
modelo de pez cebra, el cual fue utilizado en esta tesis. Este modelo, a diferencia de otros
modelos alternativos, tiene la ventaja que desarrolla su sistema inmune innato
tempranamente y las larvas responden a patégenos desde el primer dia post fertilizacién
(Herbomel et al., 1999; Le Guyader et al., 2008). Debido a lo anterior, y tomando en cuenta

que las modificaciones en el lipido A afectan principalmente la interacciéon con componentes
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de la inmunidad innata del hospedero, se decidié utilizar este modelo para el estudio de la

patogenia de S. Enteritidis en este trabajo de tesis.

Las infecciones realizadas en larvas de pez cebra con cepas de S. Enteritidis, dan
cuenta que las modificaciones del lipido A, catalizadas por LpxO y PagP, afectan
diferencialmente la virulencia de la bacteria en este modelo. Por una parte, la ausencia del
gen IpxO (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Cam) al parecer aumenta la virulencia de la bacteria;
sin embargo, es necesario realizar mas réplicas de este ensayo para confirmarlo
(Figura 15, Tabla 6). En concordancia con estos resultados, en el marco de su trabajo de
Memoria de Titulo realizada en nuestro laboratorio, Andrea Avilés ha observado
comportamientos similares en la mutante isogénica AlpxO de S. Enteritidis. Por otra parte,
la mutante que carece del gen pagP (S. Enteritidis ApagP/pWRK-Cam) y la mutante
regulatoria incapaz de expresar dicho gen (S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx-pagP), resultan
atenuadas en este modelo (Figura 17). Para nuestro conocimiento, esta es la primera vez
que se describe un efecto de las modificaciones en lipido A sobre la patogenia de
S. Enteritidis en pez cebra, en un estado de desarrollo en el cual el hospedero sélo presenta

sistema inmune innato.

Anteriormente, Sepulcre et al. (2009) observaron que los receptores TLR4 de
leucocitos de pez cebra no reconocen LPS o lipido A de diferentes serovares de Salmonella.
Sin embargo, se debe considerar que existen diferencias sustanciales en los ensayos
realizados en dicho estudio y los realizados en esta tesis. En primer lugar, ellos realizaron
ensayos de estimulacion sobre leucocitos totales aislados desde peces cebra adulto,
mientras que nosotros trabajamos con los individuos completos, que ademas eran larvas
de 2 dpf, las cuales no han desarrollado su sistema inmune adaptativo. Por otra parte,
Sepulcre et al., (2009) desafiaron a los leucocitos con LPS (con y sin AgO) vy lipido A

purificados desde S. Typhimurium, mientras que nosotros expusimos a las larvas a las
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bacterias con las mutaciones de interés, por lo que no podemos descartar que algun otro
componente de la bacteria pueda ayudar en este proceso de interaccién

patégeno-hospedero.

A pesar que solo podemos especular sobre las razones por las cuales estas
modificaciones sobre el lipido A pueden afectar la virulencia de S. Enteritidis en pez cebra,
se ha establecido que las modificaciones de cadenas catalizadas por LpxO y PagP
impactan directamente sobre la virulencia de varios patégenos Gram negativo (revisado en
Needham & Trent, 2013). Por ejemplo, se ha observado en Klebsiella pneumoniae que la
hidroxilacion del lipido A es importante para la infeccién de pulmoén en murinos (Llobet et
al., 2015). Ademas, se ha demostrado que una mutante AlpxO de S. Typhimurium es
deficiente en su capacidad de invadir células epiteliales, sobrevivir dentro de macréfagos y
colonizar el intestino en un modelo de colitis murino (Moreira et al., 2013). En este contexto,
en nuestro laboratorio hemos evidenciado que la infeccidn de macréfagos murinos con una
mutante AlpxO de S. Enteritidis genera una mayor secrecion de IL-6 en comparacion con la
cepa silvestre (Amaya, 2018). Considerando los antecedentes expuestos y los resultados
obtenidos en nuestros ensayos de infeccion (Figura 15), podriamos especular que la
ausencia de hidroxilacion del lipido A en la mutante S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Cam podria
exacerbar la respuesta inflamatoria del hospedero, llevando a la muerte de la larva, lo que

explicaria el fenotipo hipervirulento de esta cepa.

Por otra parte, se ha reportado que una mutante de S. Typhimurium incapaz de
modificar el patron de acilacion del lipido A es atenuada en un modelo murino cuando es
administrada por via oral (Kong et al., 2012) y que la palmitoilacion del lipido A de esta
bacteria (catalizada por PagP) disminuye la habilidad de inducir la senalizacion mediada
por TLR4 (Kawasaki et al., 2005; Kawasaki et al., 2012). Observaciones similares se han

realizado en Legionella pneumophila y B. bronchiseptica, ya que ambas bacterias
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patdgenas requieren de la palmitoilacién de su lipido A para llevar a cabo la infeccién en
hospederos animales (Robey et al., 2001; Pilione et al., 2004). Ademas de su rol en la
evasion del reconocimiento por TLR4 (Kawasaki et al., 2005; Kawasaki et al., 2012), se ha
demostrado que la palmitoilacién del lipido A también disminuye la fluidez de la membrana,
haciéndola mas susceptible a CAMP (Guo et al., 1998). Esto ultimo podria explicar por qué
la mutante S. Enteritidis ApagP/pWRK-Cam presenta un fenotipo atenuado en la infeccién

de pez cebra en comparacion con la cepa silvestre (Figura 17).

Si bien aun no logramos establecer la importancia de la regulacién de la expresion de
IpxO y pagP dependiente de oxigeno, creemos que debe existir una regulacién fina de la
expresion de estos genes durante el ciclo infeccioso de Salmonella. En el marco de su
trabajo de tesis, Fernando Amaya observé que una mutante que sobreexpresa IpxO y que
presenta su lipido A totalmente hidroxilado, es deficiente en cuanto a su supervivencia
dentro de macrofagos y colonizacién sistémica en un modelo murino (Amaya, 2018). Lo
anterior da cuenta de lo importante que es la estricta regulacion de la expresion de /pxO en
el contexto de la infeccion. En este sentido, y considerando que la hidroxilacién del lipido A
catalizada por LpxO requiere de oxigeno como sustrato (Gibbons et al., 2000), resulta légico
pensar que la expresion del gen que codifica esta enzima sea reprimido en condiciones en

las cuales no esta presente el sustrato.

Por su parte, la expresion de pagP es inducida por el factor transcripcional PhoP en
condiciones que imitan el ambiente al interior de la SCV (Guo et al., 1998). Cabe destacar
que esta es la primera vez que se describe la existencia de un mecanismo de represion de
la expresién de este gen. Lo anterior podria dar cuenta de una fina regulacion de la
expresion del gen pagP que podria responder a la temporalidad del ciclo infeccioso en el
cual se encuentra Salmonella. En otras palabras, si bien la expresion de pagP es necesaria

al interior de la SCV, la represién de su expresion dentro del lumen intestinal también podria
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ser ventajosa para llevar a cabo una infeccion eficiente. En este contexto, se ha reportado
que los serovares no tifoideos de Salmonella, como S. Enteritidis, gatillan una fuerte
respuesta inflamatoria en el intestino de su hospedero. Este aumento en la inflamacién
genera un nicho que contiene sustratos que pueden ser utilizados por Salmonella, pero no
por bacterias de la microbiota del hospedero, lo que le confiere una ventaja adaptativa bajo
estas condiciones (Rivera-Chavez & Baumler, 2015). Por lo tanto, considerando que LpxO
y PagP reducen la respuesta inflamatoria del hospedero durante el ciclo infeccioso de
Salmonella, es concebible pensar que su expresion debe ser reprimida en condiciones de

baja tension de oxigeno dentro del intestino.
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V. CONCLUSIONES

¢ Algunos genes involucrados en la biosintesis (wbaB, waal, wzy, WzZsg Y WZZtepE) Y
modificacion del LPS (eptA, eptB, IpxO, IpxR y pagP), cuya expresion es modulada
por la disponibilidad de oxigeno en S. Enteritidis, presentan sitios funcionales de
unién a ArcA y/o Fnr en su region promotora, lo que sugiere que estos factores

transcripcionales regulan directamente la expresion de estos genes.

e ArcA reprime la expresion de /lpxO y pagP en condiciones anaerébicas de
crecimiento mediante su interaccién directa con la region promotora de estos genes

en S. Enteritidis.

e Fnr reprime la expresion de I[pxO en condiciones anaerdbicas de crecimiento

mediante su interaccién directa con la region promotora de este gen en S. Enteritidis.
e S. Enteritidis es capaz de infectar larvas de Danio rerio mediante inmersion estatica.

e Una mutante de S. Enteritidis que carece de lipido A palmitoilado presenta un

fenotipo de virulencia atenuado durante la infeccion de larvas de Danio rerio.

Por lo tanto, los factores transcripcionales Fnr y ArcA regulan directamente la expresién
de genes involucrados en la dinamica estructural del LPS, la cual constituye un aspecto

importante en el proceso infectivo de S. Enteritidis.
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ANEXO 1

Las regiones promotoras de genes involucrados en la sintesis y modificaciéon el LPS

en S. Enteritidis presentan sitios de unién hipotéticos para ArcA y Fnr

Al igual que en el caso de los promotores de IpxO y pagP, se empleo el software
VirtualFootprinting para identificar ABS y FBS hipotéticos en los promotores de otros genes
involucrados en la sintesis (wbaB, wzy, waal, wzzse y WzZioe) Y modificacion (eptA, eptB,
y IpxR) del LPS. En el promotor del gen waaL que codifica la ligasa del AgO, se identificaron
tres ABS hipotéticos; sin embargo, no se encontrd una secuencia que pudiese representar
un FBS. Todos los promotores restantes analizados presentan al menos tres ABS

hipotéticos y al menos un posible FBS (Figura 19).
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A. wbaB, dTDP-glucosa-4,6-dehidratasa— biosintesis del AgO
ATAGAGCAGCTTTTGCA [[GAATAAGTA|TTAACAACCGTGATARATGGTTG §TGATAAACATAAT RACGGCAG
TGAACATTCGAAGCGGCAAGTTGGCTGAAGCGAGTGTTGACTGCCGTTTTAGT TTTGTATAARAGGG §TTAAGTAA |

AAGGGGTTATCTGGAGCATTTTAATGCTGATTTTATAAGATTAATCCTTGTTTCCGGATGCAATTAATAAGACA

ATTAGCGTTTAAGTTTTAGTGAGCTTTGCCCTGCTG [BG_EGAGGTTT |GTAACA RGTCGATATGTACGCAGTGC

ACTGGTAGCTGATGAGCCAGGGGCGGTAGCGTGTGTAACGACTTGAGCAATTAATTTTTATTGGCAAATTAAATAC

CACATTAAATACGCCTT

B. wzy, polimerasa del AgO

TAAACGCAGTAACAATCA |[TGCGTAATTATCAA |AAGCATTTACATTGCTTGATGTTTGTGCCGCAAACGCTTGA

TAGCTTCATGCTATCGGAGGCGCAGTAGATAGGAGT ﬁTTAATGA ﬁT ETTAAT ATIGT FAATAACACGGTT
TTGATATCGGGAAGATAGTGATGAGTAATGATTATAGACTACCAGATTCAGAATATCTTGCCAGAAGATTTTCCG

TACCACACC |[TTGTTTGCCTGATG |GCAATATTATTAATATTTTTAATACTAAGCATTTTTTCTAAAGGCTCTAT

C. waal, ligasa del AgO

GCGATCCATATGCGGTATTTTTACATGCCACGACCCGCG FIGATARACA [ TGGCCGGAAGCARACTGGCGCGAG
CTTATCGGTATGGTGGGCAACACCGGATTACGGATAAAACTTCCCTGGGGCGCGCCTCATGAGGAGGCCCGGGCTA
AACGACTGGCCGAAGGCTTTGACTATGTGGATG [[GTTACCGCG JCATGAGCCTGGAGGAGGTCGCCAGAGTGCTG
GCTGGCGCAAAATTTGTCGTATCGGTTGATACCGGCCTGAGCCATCTCACCGCCGCGCTCGACAGACCGAATATTA
CGCTATATGGCCCAACGGACCCTG AGGTTATGGGAAGAACCAAATGGCATGCTGCTCACCAGAA
AAAAACCTGGCGAATTTAGATGCCACAAGCGTATTTGGAAAGATTCATTAAAGAGACACTGTCTCATCCCAAACCT

ATTGTGGAGAAAAG

D. wzzge, reguladorde largo de cadena del AgO - moda larga
GGCATTTATCGCCTGATTATGAAGAGTGGC [[CCGATAACT JTCCGCGCCTCATCGATTCAGGGG ATTATGAAGCG
CATTARAGCGAAAGGCGTAGAGGTCATCATCTATGAGCCGGTAATGGAAGRAGATAC fITCTTTAAC JcACGTC
TTGAACGTGATTTGCACTGCTTTAAACAGCAGGCGGATGTCATTATTTCCAACAGGATGGCGGC AGAGCTTTTGGA
T [GTTGCTGAAA] AAGTGTATACCCGCGATCTTTTCGGTAGTGATTAATAAGGCAATCGGGGCTGATGAGTCCCGA

TGATTTATTGACCAAATGGAAAT|AATGTCTGATTTTT|ATCATTAATCCTATGGCATATA tTTGCTTTATGACTl

ACACTGTCTCCAGCTTCATCCTTTTTTTAGTTAGGGTATCT

E. wzz;, regulador de largo de cadena del AgO - moda muy larga

ACATGCTACGICTCTTTGTGGCGGAITAAAACGGTGCCGGAAGGCGTATCGCCTGAACAGAGCTGGTCGCCGTGGA

TAGCGTCGTTGGCTATTTATCGCCAGCCGTGCGCGCATGTAGATATTATTTCTCCCTCCGCTTTTGAAACTATCGG
GCCCATCATCAGCGAACTTATT JAATAAATAAC JGGGCGTT ITTCTGCCT JTTAACAAATTAAATCCTGAAACC

CATAATAATTACTAATTATTATGGGTTTTTTATTGCAACTATTAA EICTTTTAAC JATAAGTGATACATGCTACA

GGCAAGTTTAATTCCGAATATTTAGCTTTTCGGGCACTGGCGCGTA GATTGTTTCGGA J'AATTCTGACTTGC

TGTTAGAATCTCTGACAGGAATGTGTTCTTTCATTGGATAAAGTTTTCAGGTCATACGGC
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F. eptA, fosfoetanolamina transferasa — Modificaciéon del lipido A

AGCGGCGGCGCGACGGGCGTGGC ETTAAAAATTIAA BACATCTGGTGGGG|AGCAACAATAC CCCTCCAGTACC

GACTCTACGCCTGTCGAACACACTGTCTGGTTTGATGGTACGAACAAGCTGAACTATATCGCCAGCTATGTGCCT
[GTTAAGCCGG] ATGCCACCGTTGGCACAGCGAATARGC EGGATGCCAC JCGTTGGCACAGCGAATGCGACGGTGA
ATTTTAGCGTCACATACGAATAATCACTGAGGGCCAGTTC GCTGGCCCTTTTCCATTTTTAGTGATTTTTTGTAAA
AATCTTCTCCGATCACACTCTCCGTTGCCACTTTCCCCTCTGCT [GTGGICTAC JTTAACCGTGCTTGTAGACTT
TCTTACATCTGCGTTAGCCGCATATTTACCTGTTTGATTACAGAATCGTTGTACAGGTCGTTTTTATCCCGATTCC
CAGGGTTTGTTTGC

G. eptB, fosfoetanolaminatransferasa— Modificacion del core
GTTATCTTCACCCTGGTGCC [TTATCTTTAC |ACCTGTGCCGCGCTGTTGCTGTTAGGCCAC GGTCACTTTGGTA
AAGCGCGCCCGCTGTATCTGCTGATTACCTTCGTCGCGTTTGTGTATTGCATCTGGGCGGTCATCGGTTCCGGCGC

CAAAGAAGTGATGTGGTCGTTCGTCAC [GTTGATGGTGATCA |CCGCGCTGTATGCGTTGAATTACAACCGTATTC

ACRARAAACCCGTATCCGCTGGATGCGCCG [GTTAAACAGG |ATTGA CCACGTGTA [GITAATGITA] TCGCAACAG

GCCGGATAGCGCAGGTTATCCGGCCGCCACCAACATTAAGTTCTTAAGGTTCACTTAATTTTACTTTGTCACGATT

AGCGTCACCGAATCGATGGACGCATCAAC

H. IpxR, 3’-O-desacialasa — modificacion del lipido A

ATTTTAGCAGATTA |[ATGGTTTTATTCAC |TTTTTCTTCCTTAATAATAACTACCCTAATAATTCAGATGGCAATA
ATT |TGTTATATTA]| CCCTACCAGCCGTTAGATGCGCTCATCATTAAAGACAACACTATCACGGTAAAA ATTAAT
GATAAACATCGAAGACATCATAGAAAATGAGCTCAAAAGAATACAACGTGATATTCATA TTGATACCAAA

CATCGTATTATATGCATAATCGTGAAGCCAATAATTTCTCGCACTCAGATAGCGAATGAAAAATGGATATTC

AATAATATCTGGCGC |GTG |TTTTTTAACA |C|CATTTTTCAACATTAAGGCAACGTATCCTCTCAATGACTCGCT

GCTGGCAGGAGTTTAGTTATATTTAAAGATTCAATAAGCACTGCGCATCATGCGGCTGTGCTTATTACTTTGTAAA
AATAAGAGTATTCACTTTCATATTCAGGGGTAAAAA

Figura 19. La region promotora de genes involucrados en la dinamica estructural del LPS en
S. Enteritidis contiene ABS y FBS hipotéticos. Secuencia nucleotidica del promotor de los genes
wbaB (A), wzy (B), waal (C), wzzse (D), wzzswepe (E), eptA (F), eptB (G) y IpxR (H). Demarcados en
cuadros rojos y azules se muestran los sitios de unién a ArcA y Fnr, respectivamente, predichos por
el software VirtualFootprinting (Prodoric).
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ANEXO 2

Construccion de mutantes regulatorias en los genes IpxO y pagP de S. Enteritidis

Para establecer el efecto de la regulacion oxigeno-dependiente de lpxO y pagP sobre
la produccion de LPS y la virulencia de S. Enteritidis, se generaron mutantes regulatorias
en estos genes, las cuales presentaban mutaciones puntuales en los ABS principalmente

responsables de la interaccion entre sus promotores y ArcA-P.

Como se menciond en la seccion 11l.2.3, se generé una mutante regulatoria de
S. Enteritidis que presentaba mutaciones en la caja L-ABS1 en el promotor del gen IpxO
(S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-IpxO) y otra que presentaba mutaciones en las cajas
P-ABS2 y P-ABS3 en el promotor de pagP (S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pxx-pagP). Como
se describid, esta estrategia (esquematizada en la Figura 4) consistié en generar una
mutante por delecion de cada gen y luego proporcionar a la cepa mutante una copia nueva
del gen con las mutaciones en sus promotores, la que se insertd en el genoma en un locus
diferente al original. Para esto, se subcloné el gen en el plasmidio pWRK-Cam que contiene
el gen que codifica la integrasa del fago Gifsy-1 que permite su insercién en el sitio attG1,
localizado dentro del gen lepA en el cromosoma de S. Enteritidis. Como control, también se
construyeron cepas a las que se les proporciond una copia del gen con su promotor intacto

(S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Pwt-IpxO y S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwr-pagP).
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A2.1. Construccion de vectores pWRK que contienen alelos intactos o mutados de

IpxO y pagP

A2.1.1. Generacion de mutaciones puntuales en los promotores de IpxO y pagP

mediante overlap extension PCR

Para la introduccion de mutaciones puntuales en los ABS seleccionados dentro de los
promotores de IpxO y pagP se empled overlap extension PCR. Se decidié reemplazar dos
nucledtidos de las cajas ABS que corresponden a una guanina y una timina en la posicion
2y 3 de cada ABS, por una citosina y una adenina, respectivamente (Figuras 20A y 21A).
Previamente se reportd que estos nucledtidos son cruciales para la union de ArcA-P a los

ABS en E. coli (Park et al., 2013).

Para generar las mutaciones, se amplificaron diferentes regiones del promotor de
estos genes y su correspondiente marco de lectura usando partidores que incluian las
mutaciones deseadas (Tabla 3, nucleotidos en color rojo) y que ademas contenian regiones
complementarias entre si, tal como se esquematiza en la Figura 5. En el caso del gen /pxO,
se amplificaron 2 regiones (ol-lpxO1 y ol-IpxO2, esquematizados en la Figura 20B) desde
el DNA gendmico de S. Enteritidis. Los fragmentos amplificados (Figura 20C, carriles 2 y
3) se ensamblaron mediante overlap extension PCR utilizando los partidores externos. A
partir del ensamblaje de ambos fragmentos resulté un amplicén de 1590 pb,
correspondiente a la region codificante del gen con el promotor mutado en L-ABS1 (Px-[pxO,
Figura 20C, carril 4). Como control, se amplific6 mediante PCR convencional la region
codificante de IpxO con su promotor intacto (Pwr-lpxO, Figura 20C, carril 5), usando en este

caso los partidores externos y el DNA gendmico de la cepa silvestre como molde.
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Figura 20. Generacién de mutaciones puntuales en L-ABS1 en el promotor del gen IpxO.
A) Secuencia nucleotidica silvestre del ABS hipotético L-ABS1 (enmarcada en rojo, secuencia
superior) y su entorno. Las secuencias subrayadas representan la posicion de las cajas -10 y -35 y
el sitio hipotético de inicio de la transcripcion. Ademas se muestra la secuencia de L-ABS1 mutado
por intercambio nucleotidico (enmarcada en rojo, secuencia inferior). B) Esquematizacion de los
fragmentos de DNA generados mediante PCR convencional (ol-lpxO1, ol-lpxO2 y Pwr-IpxO) o
overlap extension PCR (Px-IpxO). Los recuadros rojos representan L-ABS1 y la “X” contenida en
éstos representa la mutaciones por intercambio nucleotidico que se muestran en A. C) Electroforesis
en gel de agarosa de los productos obtenidos mediante PCR convencional (ol-lpxO1, ol-lpxO2 y
Pwt-IpxO) u overlap extension PCR (Px-IpxO) esquematizados en B.

En el caso de pagP, se amplificaron 3 regiones del gen (ol-pagP1, ol-pagP2 y
ol-pagP3, esquematizados en la Figura 21B) desde el DNA gendmico de S. Enteritidis, para
generar mutaciones en dos ABS. Los fragmentos amplificados (Figura 21C, carriles 2-4) se
ensamblaron mediante overlap extension PCR. En primer lugar, se ensamblé ol-pagP1 y
ol-pagP2 obteniendo el fragmento ol-pagP1+2 de 530 pb (carril 5). Luego, en una segunda
reaccion de overlap extension PCR utilizando los partidores externos, se ensamblo
ol-pagP1+2 y ol-pagP3, para obtener finalmente la region codificante del gen pagP con su
promotor mutado en P-ABS2 y P-ABS3 (Pxx-pagP, Figura 21C, carril 6). Como control, se

amplificd mediante PCR convencional la region codificante de pagP con su promotor intacto
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(Pwr-pagP, Figura 21C, carril 7) usando sdlo los partidores externos y el DNA genémico de

la cepa silvestre como molde.
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TCATATTTTA
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Figura 21. Generacion de mutaciones puntuales en P-ABS2 y P-ABS3 en el promotor del gen
pagP. A) Secuencia nucleotidica silvestre de los ABS hipotéticos P-ABS2 y P-ABS3 (enmarcadas
€en rojo, secuencia superior) y su entorno. Las secuencias subrayadas representan la posiciéon de las
cajas -10 y -35 y el sitio hipotético de inicio de la transcripcion. Ademas se muestra la secuencia de
P-ABS2 y P-ABS3 mutadas por intercambio nucleotidico (enmarcada en rojo, secuencia inferior).
B) Esquematizacion de los fragmentos de DNA generados mediante PCR convencional (ol-pagP1,
ol-pagP2, ol-pagP3 y Pwr-pagP) o overlap extension PCR (ol-pagP1+2 y Pxx-pagP). Los recuadros
rojos representan P-ABS2 y P-ABS3, y la “X” contenida en éstos representa la mutaciones por
intercambio nucleotidico que se muestran en A. C) Electroforesis en gel de agarosa de los productos
obtenidos mediante PCR convencional (ol-pagP1, ol-pagP2, ol-pagP3 y Pwr-pagP) u overlap
extension PCR (ol-pagP1+2 y Pxx-pagP) esquematizados en B.

A2.1.2. Clonamiento de los alelos intactos o mutados de IpxOy pagP en pGEM-T Easy

Los fragmentos ensamblados con las mutaciones (Px-IpxO y Pxx-pagP) y los
obtenidos mediante PCR convencional (Pwr-IpxO y Pwr-pagP) se clonaron en

pGEM-T Easy, luego de haber agregado adenosinas en sus extremos (A-tailing). Se
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transformo E. coli DH5a. con los productos de la ligacion y se corroboré la insercién de los
fragmentos por PCR de colonias (Figura 22A). A partir de la amplificacion del sitio de
multiple clonamiento de pGEM-T, se obtuvo un amplicon de 1700 pb en el caso de
pGEM-Pwr-IpxO y pGEM-Px-IpxO (Figura 22A, carriles 2 y 3), y de 1540 pb en el caso de

pGEM-Pwr-pagP y pGEM-Pxx-pagP (Figura 22A, carriles 4 y 5).

A2.1.3. Subclonamiento de los alelos silvestres o mutados de IpxO y pagP en

PWRK-Cam

Es importante recordar que los partidores mas externos utilizados para la
amplificacion de estos genes presentaban sitios de corte para la enzima de restriccion
BamH]I. Estos sitios de corte permitieron la escision de los alelos de IpxO y pagP desde
pGEM-T y su posterior subclonamiento en el plasmidio pWRK-Cam, también digerido con
esta enzima. Se transformé la cepa E. coli DH5a. A pir con los productos de ligacion y el
subclonamiento de estos fragmentos se corroboré6 mediante PCR de colonias utilizando
partidores que flanquean el sitio de clonamiento BamHIl en pWRK. Los amplicones
obtenidos de la amplificacion de pWRK-Pwr-lpxO y pWRK-Px-IlpxO tenian un tamafio de
1790 pb (Figura 22B, carriles 2 y 3), y los amplificados de pWRK-Pwr-pagP vy

pWRK-Pxx-pagP tenian un tamano de 1630 pb (Figura 22B, carriles 4 y 5).

Ademas, fue necesario determinar la direccion en la que se insertaron los fragmentos,
ya que se decidi6 utilizar plasmidios que contuvieran el alelo de IpxO o pagP en direccion
contraria al promotor /ac presente en pWRK-Cam, para evitar posibles efectos polares. Asi,
se realizé un PCR de colonias utilizando un partidor que hibrida en el plasmidio pWRK vy
otro que hibrida en cada fragmento. Los amplicones obtenidos de los plasmidios

seleccionados tenian un tamafio de 824 pb en el caso de pWRK-Pwr-lpxO y pWRK-Px-lpxO
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(Figura 22C, carriles 2 y 3), y un tamafo de 670 en el caso pWRK-Pwr-pagP y

pWRK-Pxx.pagP (Figura 22C, carriles 4 y 5).
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Figura 22. Construccion de vectores derivados de pWRK-Cam que contienen alelos silvestres
o mutados de los genes IpxO y pagP de S. Enteritidis. A) Productos de PCR de colonias
obtenidos de la amplificacion de la regién de multiple clonamiento de pGEM-T Easy a partir de los
plasmidios pGEM-Pwr-lpxO (carril 2), pGEM-Px-lpxO (carril 3), pGEM-Pwr-pagP (carril 4) vy
pGEM-Pxx-pagP (carril 5). Carril 1, estandar de tamafio molecular 1 kb. B) Productos de PCR de
colonias obtenidos de la amplificacién de la region que flanquea el sitio de clonamiento BamHI en
pWKR-Cam a partir de los plasmidios pWRK-Pwr-lpxO (carril 2), pWRK-Px-lpxO (carril 3),
pWRK-Pwr-pagP (carril 4) y pWRK-Pxx-pagP (carril 5). Carril 1, estandar de tamafio molecular 1 kb.
C) Productos de PCR de colonias obtenidos para corroborar la direccion de los insertos en los
plasmidios pWRK-Pwr-lpxO (carril 2), pWRK-Px-lpxO (carril 3), pWRK-Pwr-pagP (carril 4) y
pWRK-Pxx-pagP (carril 5). Carril 1: estdndar de tamafio molecular 100 pb.

A2.2. Reinsercion en cis de los alelos silvestres y mutados de IpxO y pagP en

mutantes AlpxO y ApagP de S. Enteritidis
A2.2.1. Generaciéon de mutantes AlpxO y ApagP de S. Enteritidis por reemplazo alélico

Las mutantes regulatorias (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-lpxO y S. Enteritidis
ApagP/pWRK-Pxx-pagP), y sus contrapartes con el promotor intacto (S. Enteritidis
AlpxO/IpWRK-Pwt-IpxO y S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwr-pagP), se contruyeron sobre

mutantes AlpxO y ApagP de S. Enteritidis. De esta manera, las cepas generadas sélo tenian
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una copia del gen correspondiente, la cual estaba contenida dentro de los plasmidios

derivados de pWRK-Cam insertos en el locus attG1 en el cromosoma bacteriano.

La delecion de los genes IpxO y pagP se llevé a cabo mediante reemplazo alélico
como se detalla en la seccidn 11.9. El genotipo de las mutantes se corroboré mediante PCR
de colonias utilizando partidores que hibridan en la region adyacente a los genes en
cuestién (Figura 23). En la amplificacion del gen JpxO silvestre se obtuvo un amplicon de
1460 pb (Figura 23A, carril 2), mientras que en la amplificacion de los alelos mutantes
AlpxO::Kan y AlpxO::FRT se obtuvo un amplicén de ~2090 pb y 600 pb, respectivamente
(Figura 23A, carriles 3 y 4). Para el caso de pagP, a partir de la amplificacién del alelo
silvestre se obtuvo un amplicon de 1150 pb (Figura 23B, carril 2), mientras que de la
amplificacion de los alelos mutantes ApagP::Kan y ApagP::FRT se obtuvo un amplicon de

~2090 pb y 600 pb, respectivamente (Figura 23B, carriles 3 y 4).

A2.2.2. Inserciéon cromosomal de los plasmidios pWRK en las mutantes AlpxO y

ApagP de S. Enteritidis

Finalmente, se transformaron las cepas S. Enteritidis AlpxO y ApagP con los
plasmidios derivados de pWRK-Cam que contenian los genes I[pxO y pagP con mutaciones
en los ABS presentes en sus promotores (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px-IlpxOy S. Enteritidis
ApagP/pWRK-Pxx-pagP). Como control para ensayos posteriores de esta tesis, se
transformo con el plasmidio pWRK-Cam vacio la cepa silvestre (S. Enteritidis/pWRK-Cam),
y las mutantes AlpxO (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Cam) y ApagP (S. Enteritidis
ApagP/pWRK-Cam) de S. Enteritidis. Ademas, también se transformaron las mutantes
AlpxQO y ApagP de S. Enteritidis con los plasmidios pWRK que contenian un alelo intacto de

cada gen (S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Pwr-lpxO y S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwr-pagP).

113



La insercion cromosomal de los plasmidios fue corroborada por PCR de colonias
utilizando un partidor que hibrida en el gen lepA, adyacente al sitio attG1 donde se inserta
pWRK, y un partidor que hibrida en pWRK. El amplicon obtenido en la amplificacién de esta
region en todos los casos fue de 985 pb (Figura 23C). La presencia de las mutaciones
introducidas en L-ABS1 del promotor de IpxOy en P-ABS2 y P-ABS3 del promotor de pagP,

se corroboraron mediante secuenciacion.
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Figura 23. Reinsercion en cis de alelos silvestres y mutados de IpxO y pagP en mutantes
AlpxO y ApagP de S. Enteritidis. A) Productos de PCR de colonias obtenidos de la amplificacion
del gen IpxO desde las cepas silvestre (carril 2), las mutantes AlpxO::Kan (carril 3) y AlpxO::FRT
(carril 4) de S. Enteritidis. Carril 1: estandar de tamafio molecular 1 kb. B) Productos de PCR de
obtenidos de la amplificacion del gen pagP desde la cepa silvestre (carril 2) y las mutantes
ApagP::Kan (carril 3) y ApagP::FRT (carril 4). Carril 1: estandar de tamafo molecular 1 kb.
C) Productos de PCR de colonias obtenidos de la amplificacion de la regién contenida entre el gen
lepA y el plasmidio pWRK-Cam (o sus derivados) insertos en el locus attG1 desde la cepa
S. Enteritidis/pWRK-Cam (carril 2), S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Cam (carril 3), S. Enteritidis
AlpxO/lpWRK-Pwr-IpxO (carril 4), S. Enteritidis AlpxO/pWRK-Px.lpxO (carril 5), S. Enteritidis
ApagPIpWRK-Cam (carril 6), S. Enteritidis ApagP/pWRK-Pwt-pagP (carril 7) y S. Enteritidis
AlpagPpWRK-Pxx-pagP (carril 8). Carril 1: estandar de tamafo molecular 1 kb.

114



115



