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RESUMEN

Salmonella es un patdégeno intracelular capaz de generar cuadros clinicos que
incluyen desde una enteritis autolimitada hasta infecciones sistémicas que pueden
provocar la muerte del hospedero. Una vez dentro del organismo, la bacteria
atraviesa la barrera epitelial intestinal e interactta con células fagociticas
profesionales del sistema inmune innato, causando una respuesta inflamatoria local
que culmina en la excrecion del patdégeno al medio ambiente. La patogenicidad de
Salmonella se debe principalmente a su capacidad de sobrevivir dentro de
macrofagos y células dendriticas, los cuales participan como vectores de
diseminacion dentro del hospedero. Los mecanismos utilizados por esta bacteria
para permanecer y replicarse dentro de los macréfagos han sido ampliamente
estudiados y descritos en la literatura. Sin embargo, existe escasa informacion
referente a los mecanismos de supervivencia que emplea en otros estadios de su
ciclo de vida. Por ejemplo, en el medio ambiente Salmonella interactia con otras
células fagociticas eucariontes capaces de alimentarse de bacterias y hongos. Entre
ellas destacan las amebas, que utilizan mecanismos de endocitosis y degradacion

bacteriana similares a los utilizados por células del sistema inmune innato.

En esta tesis, nos propusimos identificar un conjunto comdn de genes
requeridos para la supervivencia intracelular de Salmonella Typhimurium en
macrofagos murinos y en la ameba Dictyostelium discoideum. Este estudio se realizo
mediante el andalisis masivo de mutantes bajo seleccion negativa utilizando distintas
genotecas de mutantes. La deteccibn de aquellas mutantes que presentaron
defectos en la supervivencia intracelular en ambas células fagociticas se realizd
mediante secuenciacion masiva de DNA. En primera instancia, logramos identificar
mutantes en 719 genes de S. Typhimurium bajo seleccion negativa en macréfagos
murinos. Entre ellos, se encontraron genes codificados en islas de patogenicidad
conservadas dentro Salmonella, genes relacionados con biosintesis y transporte de
aminoacidos y carbohidratos, genes relacionados con reguladores de respuesta a

estimulos externos, genes involucrados en la biosintesis y modificacion del

XVl



lipopolisacéarido (LPS) y genes relacionados con estrés nutricional y oxidativo, entre
otros.

Al comparar estos datos con una base de datos de mutantes con defectos en
la supervivencia intracelular en D. discoideum generada en nuestro laboratorio,
logramos identificar mutantes en 213 genes de S. Typhimurium que serian
necesarios para la supervivencia intracelular del patégeno en ambas células
fagociticas. Dentro de este grupo encontramos genes codificados en islas de
patogenicidad conservadas del género Salmonella (SPI-1 y SPI-3), genes
involucrados en la captacion de hierro (iroC, iroN y feoB), genes relacionados con la
respuesta a estrés por hambruna y pH acido (spoT y adiY) y genes asociados a la
biosintesis y modificacion del LPS (waaB, waal, waaJ, waal, waaZ, wbaC, wbak,

wbaM, wbaN, wbaD, oafA, wzzspe Y genes del operdn arn), entre otros.

Con el proposito de confirmar algunas de las predicciones obtenida a partir de
nuestro analisis comparativo, se escogieron mutantes relacionadas con la biosintesis
y modificacion del LPS y se evalud su supervivencia intracelular en ambos modelos
de infeccion. Nuestros resultados demostraron que las mutantes Awaal, Awzzst y
AarnBCADTEF presentaron defectos en la supervivencia intracelular en macréfagos
murinos y D. discoideum. Por lo tanto, la presencia de un LPS completo que posea
16 a 35 unidades de AgO (L-AgO) seria necesario para la supervivencia de este
patdgeno en macréfagos murinos y D. discoideum. De igual forma, la modificacion
del LPS correspondiente a la adicién de un grupo 4-aminoarabinosa al lipido A
contribuiria a la supervivencia intracelular de S. Typhimurium en ambas células

fagociticas.

En conjunto, los resultados de esta tesis constituyen un primer acercamiento a
los mecanismos moleculares empleados por S. Typhimurium para sobrevivir en

reservorios tan distintos como mamiferos y protozoos ambientales.
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ABSTRACT

Comparative analysis of genes required for the intracellular survival of
Salmonella enterica serovar Typhimurium in murine macrophages and

Dictyostelium discoideum

Salmonella is an intracellular pathogen that causes a variety of illnesses
ranging from self-limiting gastroenteritis to severe systemic infections that can cause
the death of the host. Once inside the organism, these bacteria can cross the
epithelial barrier and interact with professional phagocytic cells of the innate immune
system, causing a local inflammatory response which culminates in the excretion of
the pathogen to the environment. The pathogenicity of Salmonella is associated with
its ability to survive in macrophages and dendritic cells, which can act as
dissemination vectors inside the host. The molecular mechanisms used for these
bacteria to survive and replicate in macrophages have been widely studied. However,
no in-depth study has been conducted in order to understand the molecular
mechanisms required for Salmonella survival in other stages of its life cycle. For
instance, in the environment Salmonella interacts with other phagocytic cells that feed
on bacteria and fungus. Among these, the amoebae use similar endocytic and

degradation mechanisms to those described in innate immune cells.

In this thesis, we aimed to identify a common group of genes required for the
intracellular survival of Salmonella Typhimurium in murine macrophages and the
amoeba Dictyostelium discoideum. To this end, we performed a high-throughput
analysis of mutants under negative selection using different mutant libraries. The
identification of mutants unable to survive intracellularly in both phagocytic cells was
carried out by deep-sequencing. First, we identified 719 mutants of S. Typhimurium
under negative selection in murine macrophages. These mutants included genes
encoded in pathogenicity islands conserved in the Salmonella genus, genes involved
in transport and biosynthesis of amino acids and carbohydrates, genes encoding
regulators associated with response to external signals, genes linked to biosynthesis
and modification of lipopolysaccharide (LPS) and genes associated to nutritional and

oxidative stress, among other.
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The comparative analysis between the data of this thesis and data obtained in
our laboratory that identified mutants with defects in intracellular survival in
D. discoideum, allow us the identification of mutants in 213 genes of S. Typhimurium
required to survive intracellularly in both phagocytic cells. Within this group, we found
genes encoded in Salmonella pathogenicity islands (SPI-1 and SPI-3), genes
involved in iron uptake (iroC, iroN and feoB), genes related with response to
starvation and acid pH (spoT and adiY) and genes associated to LPS biosynthesis
and modification (waaB, waal, waaJ, waal, waaZ, wbaC, wbaK, wbaM, wbaN, wbaD,

oafA, wzzepe and genes in the arn operon), among other.

To confirm predictions from our comparative analysis, we choose mutants
involved in LPS biosynthesis and evaluated their intracellular survival in both infection
models. We demonstrated that mutants Awaal, Awzzsr and AarnBCADTEF are
deficient in intracellular survival in murine macrophages and D. discoideum. Hence, a
complete LPS containing 16 to 35 AgO units (L-AgO) would be necessary for survival
of this pathogen in murine macrophages and D. discoideum. Similarly, a modified
LPS containing 4-deoxy-aminoarabinose bound to lipid A would contribute to the

intracellular survival of S. Typhimurium in both phagocytic cells.

Overall, our results constitute a first step towards understanding the molecular
mechanisms exploited by S. Typhimurium in order to survive in strikingly different

niches such as mammalians and environmental protozoa.
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1.- INTRODUCCION
1.1.- Generalidades de Salmonella

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y se divide en
dos especies: S. bongori y S. enterica. En conjunto, ambas especies incluyen a mas
de 2.500 serovares que se diferencian por sus propiedades antigénicas (Popoff et
al., 2004). La especie S. enterica se divide en 6 subespecies: enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Los serovares pertenecientes a la
subespecie enterica son responsables de mas del 99% de los casos de salmonelosis
en animales de sangre caliente, causando enfermedades que incluyen desde
cuadros de gastroenteritis autolimitada hasta cuadros de fiebre entérica que pueden
provocar la muerte del hospedero (Chen et al., 2013). La severidad de los cuadros
clinicos de S. enterica es altamente variable y depende principalmente del serovar
que infecta y las condiciones inmunoldgicas del hospedero. Los serovares de
Salmonella se pueden agrupar en dos categorias segun el rango de hospedero al
cual infectan. Existen serovares “especialistas” que presentan un espectro limitado
de hospedero o incluso un hospedero especifico, como S. Typhiy S. Gallinarum, que
infectan s6lo a humanos y aves, respectivamente. Por su parte, los serovares
“generalistas” afectan a un amplio rango de hospederos incluyendo aves de corral,
roedores, bovinos e incluso humanos. Dentro de esta categoria destacan los
serovares “no tifoidales” de Salmonella (NTS), como S. Typhimurium y S. Enteritidis,
los cuales generan alrededor de 93,8 millones de cuadros de gastroenteritis aguda y
155.000 muertes anuales a nivel mundial (Majowicz et al., 2010). Estos serovares
provocan bacteremias severas en regiones de Africa sub-sahariana, afectando
principalmente a nifios menores de 5 afos, ancianos e individuos
inmunocomprometidos (Morpeth et al., 2009). Ademas, se ha reportado que
pacientes infectados con S. Typhimurium o S. Enteritidis pueden desarrollar dolores
en las articulaciones e irritaciones en los ojos, dando origen a una enfermedad
denominada artritis reactiva, cuya duracion puede extenderse por afios (Tuompo et
al., 2013).



El serovar de Salmonella mas estudiado es S. Typhimurium. Este serovar
causa cuadros de gastroenteritis cuya manifestacion se caracteriza por la presencia
de nauseas, vomito y diarrea inflamatoria causada por una infiltracion masiva de
neutrofilos en el ileon y el colon. El periodo de incubacion comprende entre 12 a
72 h, seguido de los sintomas de la enfermedad que duran menos de 10 dias en
individuos inmunocompetentes (Raffatellu et al., 2006). En cambio, individuos
inmunocomprometidos infectados con S. Typhimurium pueden desarrollar
bacteremias severas que pueden desencadenar sepsis y muerte del hospedero. Una
situacién similar se ha reportado en ratones susceptibles a infeccion, donde
S. Typhimurium es capaz de colonizar érganos internos como bazo e higado
generando infecciones sistémicas, cuyos sintomas son parecidos a la fiebre tifoidea
causada por S. Typhi en humanos. Por otra parte, en los Ultimos afios se han
identificado cepas de S. Typhimurium resistentes a multiples antibiéticos a partir de
muestras de pacientes infectados y de diversos animales de produccion en paises
desarrollados (Meakins et al., 2008). Esta situacion es alarmante considerando el
incipiente aumento de infecciones con estas cepas pudiendo comprometer la
efectividad de los tratamientos, especialmente en nifios y pacientes

inmunocomprometidos.
1.2.- Ciclo infectivo de Salmonella

El ciclo infectivo de Salmonella se inicia a través de la ingestién de alimentos y
agua contaminados (Figura 1). Una vez dentro del hospedero, sobrevive al pH acido
del estbmago e interactia con células epiteliales intestinales y células del sistema
inmune innato a través de dos sistemas de secrecion de tipo 3 (T3SS) codificados en
las islas de patogenicidad SPI-1 y SPI-2. El T3SSspi.1 €S requerido para la invasion
de células fagociticas y no fagociticas (Monack et al., 1996; Raffatellu et al., 2006),
dado que promueve la internalizacion de la bacteria a través de la inyeccién de
proteinas efectoras que alteran la organizacién del citoesqueleto de las células
eucariontes. Una vez cruzada la barrera intestinal, los macréfagos y células
dendriticas presentes en la submucosa reconocen a Salmonella mediante sus

receptores TLR4 y TLR5 (Toll-Like Receptors), los cuales identifican patrones



moleculares asociados a patdogenos (PAMPs, Pathogen-associated molecular
patterns) como el lipido A del lipopolisacarido (LPS) y el flagelo (Raffatellu et al.,
2006). De esta manera, Salmonella ingresa a los macréfagos donde expresa el
T3SSspi2. Este sistema es requerido para la supervivencia de la bacteria dentro de

los macréfagos, permitiendo su replicacién y posterior diseminacién sistémica en el

hospedero (Haraga et al., 2008).

Salmonella spp /

& Macroéfago

CélulaT s @ Célula B

Gastroenteritis: ‘el

Afluencia de PMN C (sﬂﬂ @

Fiebre Tifoidea: diseminacion
a nodos linfaticos, higado y bazo

Figura 1. Ciclo infectivo de Salmonella. Luego de ser ingerida, Salmonella sobrevive al pH acido del
estébmago y coloniza la region distal del intestino delgado (el ileon). En este lugar interactla con
células epiteliales y células M para promover su internalizacion mediante la accion del T3SSsp;. En la
submucosa, Salmonella interactia con células del sistema inmune innato como células dendriticas y
macroéfagos, donde es capaz de sobrevivir y replicarse con la ayuda del T3SSgp,. LOS serovares de
Salmonella capaces de generar infeccién sistémica utilizan estas células para diseminarse dentro del
hospedero colonizando 6rganos como higado, bazo y vesicula biliar, causando cuadros de fiebre
tifoidea y bacteremia severa. Los serovares que causan cuadros de gastroenteritis generan una
respuesta inflamatoria local que culmina con la eliminaciéon de la bacteria del hospedero. Esquema
modificado de Haraga et al., 2008.

Las islas de patogenicidad mencionadas han sido las méas estudiadas hasta el
momento y forman parte de un total de 23 SPIs reportadas en el género Salmonella
(Desai et al., 2013) (Sabbagh et al., 2010). Entre ellas, las islas SPI-1 a la SPI-5 son



conservadas en la subespecie enterica mientras que las demas islas presentan una

distribucion diferencial en los diferentes serovares de esta subespecie.
1.3.- Salmonella y su interaccién con macrofagos

La capacidad de sobrevivir dentro de los macréfagos es un evento critico para
la patogenicidad de Salmonella. La entrada de S. Typhimurium a estas células se
genera a través de procesos endociticos dependientes de la isla SPI-1 o
independientes de ésta, como la macropinocitosis (Haraga et al., 2008). Una vez
dentro del macréfago, la bacteria permanece en el interior de un fagosoma
modificado, denominado “vacuola contenedora de Salmonella” (SCV). Para esto,
Salmonella secreta proteinas efectoras al citoplasma a través de sus dos T3SS, las
cuales alteran la fusibn endosoma-lisosoma, permitiendo la permanencia de
Salmonella dentro de la SCV (Ramos-Morales, 2012). Se ha observado que en
ratones susceptibles a infeccion, la isla SPI-2 de S. Typhimurium es esencial para la
replicacion y la formacion de SCV dentro de macrofagos, eventos que se ven
mermados en cepas carentes de esta isla (Richter-Dahlfors et al., 1997; Hensel et
al., 1998). Otra isla de patogenicidad que contribuye a la supervivencia intracelular
de S. Typhimurium en macrofagos es la isla SPI-3. Esta isla contiene el operén
mgtCB, el cual codifica proteinas de membranas transportadoras de Mg?*
(Blanc-Potard et al., 1999). Se ha observado que mutantes de esta isla presentan
defectos en la virulencia en ratones, supervivencia en medios limitantes de Mg** y en

el interior de macréfagos (Blanc-Potard and Groisman, 1997).

La expresion de los genes presentes en estas islas de patogenicidad es
modulada por reguladores globales que actian en respuesta a diferentes
condiciones ambientales. El sistema de regulacion de mayor importancia es el
sistema de dos componentes PhoP/PhoQ. Este sistema detecta concentraciones
bajas de Mg** y pH é&cido en el medio, con el fin de modular la virulencia de
Salmonella. Dentro de los macréfagos existe una limitacion de nutrientes como
purinas, pirimidinas, glutamina, histidina, metionina y Mg®" (Blanc-Potard and
Groisman, 1997). En este nicho, el sistema PhoP/PhoQ regula la expresion de

genes de la isla SPI-2 y de efectores secretados por el T3SSsp2 Y modula



directamente la transcripcion del operon mgtCB de la isla SPI-3, entre otros (Blanc-
Potard and Groisman, 1997; Fass and Groisman, 2009). Sumado al ambiente
adverso presente en el interior de la SCV, los macréfagos tienen la capacidad de
generar potentes mecanismos antimicrobianos que favorecen la eliminacion de
patégenos intracelulares. Entre ellos destacan las especies reactivas de oxigeno
generadas principalmente por el complejo NADPH oxidasa y especies reactivas de
nitrogeno producidas por la enzima o6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), la cual
genera Oxido nitrico utilizando L-arginina como sustrato. Sin embargo, Salmonella se
ha adaptado a estas condiciones y ha generado mecanismos para evitar su
degradacion. Por ejemplo, efectores del T3SSspi2 que son secretados al citoplasma
de los macréfagos, evitarian el trafico de vesiculas que contienen NADPH oxidasa

hacia la SCV (Vazquez-Torres et al., 2000; Vazquez-Torres and Fang, 2001).

Estudios a escala gendmica no solo han permitido identificar estas islas de
patogenicidad, sino que también otros factores de virulencia implicados en la
interaccion entre diferentes serovares de Salmonella y el sistema inmune innato.
Investigaciones realizadas en macréfagos humanos infectados con S. Typhi han
identificado genes relacionados con la envoltura celular, biosintesis/degradacion de
proteinas y &cidos nucleicos, metabolismo energético y varios genes que codifican
proteinas de funcion desconocida (Sabbagh et al., 2012). En S. Typhimurium, genes
codificados tanto en la isla SPI-2 como genes presentes en otras regiones del
genoma y que son co-regulados con los genes de esta isla, estan implicados en la
supervivencia dentro de macr6fagos murinos. Entre ellos destaca el gen sifA, el cual
estd relacionado con la formacion de filamentos membranosos que mantienen
integra la SCV (Chan et al., 2005; Jackson et al., 2008). Ademas, varios genes
relacionados con la isla SPI-1 son requeridos en este nicho, tales como: genes que
codifican componentes estructurales de la maquinaria de secrecion (invA, invG, prgk,
prgH), genes que regulan la expresion de los genes de la isla SPI-1 (hilA, hilC, y
hilD), genes que codifican proteinas efectoras (sipA, sipB, sopB, sopD y sopE2) y
genes que codifican el sistema regulador de dos componentes SirA/BarA, reconocido

por regular la expresion de la isla SPI-1 (Chan et al., 2005).



1.4.- Salmonellay su interaccidon con protozoos

Una parte del ciclo infectivo de Salmonella que no ha sido estudiado en
profundidad se relaciona con su persistencia en el medio ambiente. Antes de iniciar
su ciclo infectivo, Salmonella permanece gran parte del tiempo en el ambiente
compartiendo con una amplia variedad de bacterias, plantas y protozoos. Estos
altimos corresponden a organismos eucariontes unicelulares que viven en suelos y
medios acudticos y se alimentan principalmente de bacterias y hongos, actuando
como verdaderos depredadores ambientales. Para resistir la depredacion, las
bacterias han tenido que desarrollar mecanismos para evitar la fagocitosis o la
degradacion una vez dentro de los protozoos. Se ha observado que distintas
enterobacterias, como Escherichia coli y Salmonella, tienen la habilidad de sobrevivir
en el interior de vacuolas de diferentes especies de Acanthamoeba (Gaze et al.,
2003; Tezcan-Merdol et al., 2004). Incluso, se ha observado que ciertos patdgenos
bacterianos recuperados desde estos organismos podrian aumentar su virulencia,
mejorando la capacidad de generar enfermedades en hospederos mas complejos.
Por ejemplo, estudios realizados en bacterias como Legionella pneumophila y
Mycobacterium avium han demostrado un aumento en la virulencia e invasion en
macréfagos humanos luego de ser recuperadas desde la ameba A. castellanii (Cirillo
et al., 1994; Cirillo et al., 1997). Por otro lado, las amebas otorgarian proteccion
frente a diversas condiciones ambientales desfavorables para las bacterias. Por
ejemplo, el protozoo A. castellanii que vive en suelos y sistemas acuaticos es capaz
de fagocitar a S. Typhimurium protegiéndola de procesos de cloracién en
tratamientos de agua (King et al., 1988). En base a lo anterior, las amebas actuarian
como reservorios ambientales de bacterias patdgenas, favoreciendo su proliferacion

y transmisién a animales y humanos.

Las amebas se alimentan de bacterias a través de procesos fagociticos
similares a los establecidos en macréfagos. Estos mecanismos han perdurado
durante la evolucion, manteniéndose bastante conservados entre diversas células
eucariontes (Steinert et al., 2003; Cosson and Lima, 2014). Debido a que ambos

tipos celulares han sido catalogados como fagocitos profesionales, es légico pensar



que las bacterias deben utilizar mecanismos moleculares similares para evitar la
fagocitosis y poder sobrevivir dentro de amebas y macréfagos. Estudios realizados
en L. pneumophila han demostrado que el sistema de secrecion tipo 4 (T4SS)
Icm/Dot y muchos de sus efectores, descritos inicialmente como requeridos para el
crecimiento intracelular en macréfagos humanos, también serian necesarios para
sobrevivir en numerosas especies de amebas, incluyendo A. castellanii, A. polyphaga
y Dictyosteliun discoideum (Gao et al., 1997; Segal and Shuman, 1999; Escoll et
al., 2013). Respecto a S. Typhimurium, se demostr6 que mutantes de la isla SPI-2
(Assal) y phoP presentan menor supervivencia intracelular en A. polyphaga a
tiempos largos de infeccibn (Bleasdale et al., 2009). Igualmente, analisis
transcriptdmicos comparativos de S. Typhimurium realizados en el protozoo
Tetrahymena y en macrofagos murinos in vitro revelaron que genes relacionados con
la isla SPI-2, estrés oxidativo, estrés osmoético, resistencia a drogas, deprivacion de
fosfato, transporte de Mg?* y metabolismo anaerobio son sobre-expresados en
ambos organismos. Asimismo, se identificaron 49 proteinas hipotéticas sin funcién
conocida que serian relevantes para la supervivencia tanto en macréfagos como en

estos protozoos (Rehfuss et al., 2011).

El protozoo de interés para esta tesis es Dictyostelium discoideum, una ameba
social cuyo habitat natural es el suelo de bosques. Esta ameba presenta un ciclo de
vida complejo con diferentes etapas de desarrollo social, que incluyen desde un
crecimiento vegetativo como organismo unicelular hasta la formacion de un cuerpo
fructifero multicelular. En los dltimos afios, D. discoideum se ha utilizado como
modelo de infeccion debido a que es relativamente facil de cultivar en el laboratorio,
crece a temperatura ambiente, su genoma se encuentra secuenciado y su biologia
celular esta bien caracterizada facilitando su manipulacion. Sumado a lo anterior,
existe una comunidad cientifica que cuenta con recursos en linea (como DictyBase y
Dicty Stock Center) que facilitan el acceso a informacion sobre esta ameba, asi como

a distintas cepas y plasmidios.

En la literatura se ha reportado que diversas bacterias interactian con esta

ameba, incluyendo a E. coli, Salmonella, P. aeruginosa, V. cholerae, L. pneumophila



y M. avium, entre otras (Steinert, 2011). A pesar que numerables bacterias son
fagocitadas por D. discoideum, son pocos los estudios enfocados en la busqueda de
genes y/o proteinas bacterianas requeridas para la supervivencia dentro de este
protozoo. Los primeros estudios realizados en Salmonella plantearon que esta
bacteria era degradada rapidamente por D. discoideum una vez internalizada
(Skriwan et al., 2002). No obstante, un estudio reciente reveld que S. Typhimurium
podria inhibir el desarrollo social de D. discoideum luego de 3 a 4 dias post-infeccion
dependiendo de las condiciones de crecimiento bacteriano (Sillo et al., 2011).
Ademas, se observd que mutantes en genes que codifican componentes
estructurales del T3SSsp;.» de S. Typhimurium son incapaces de inhibir el crecimiento
y el desarrollo de la ameba (Sillo et al., 2011). Estos resultados sugieren que
salmonella podria comportarse como patégeno afectando el desarrollo social de
D. discoideum y que la isla SPI-2 estaria implicada en este proceso. Por otra parte,
resultados de nuestro laboratorio demostraron que S. Typhimurium es capaz de
sobrevivir y replicarse dentro de D. discoideum a diferencia de E. coli B/r, bacteria
comunmente utilizada como alimento de la ameba. Ademas, se observé que
mutantes de S. Typhimurium en los genes phoP y phoQ (sistema de dos
componentes), aroA (sintesis de compuestos aromaéticos), invA (componente
estructural esencial del T3SSspi.1), ssaD (componente estructural esencial de
T3SSsp2), waal (ligasa del antigeno O del LPS) y clpV (chaperona esencial para la
secrecion de proteinas a través del T6SSspi.6) presentan defectos en la supervivencia
intracelular en la ameba D. discoideum (Riguelme et al., 2016). Asimismo, se ha
reportado que estos genes también son requeridos para la supervivencia intracelular
de Salmonella en macréfagos (Fields et al., 1986; Miller et al., 1989; Chan et al.,
2005), sugiriendo que Salmonella utiliza mecanismos similares para sobrevivir dentro

de diferentes células fagociticas profesionales.
1.5.- Nuevas herramientas para el estudio de Salmonella a escala gendémica

Inicialmente, la funcién de los genes de algun serovar de Salmonella se
caracterizaba mediante técnicas genéticas convencionales y laboriosas, como

mutagénesis por insercion al azar de un transposoén y posterior analisis de mutantes



en un gen en particular. Posteriormente, se disefiaron nuevas estrategias genéticas
como la técnica denominada Signature-tagged mutagenesis (STM). Esta técnica
combina la mutagénesis por insercion al azar de un transposén y la seleccion
negativa, permitiendo el analisis de varias mutantes de manera simultanea a través
de secuencias Unicas presentes en cada transposén (Hensel et al., 1995;
Mazurkiewicz et al., 2006). La seleccion negativa se basa en que mutantes de
genes no esenciales se pierden de la poblacion inicial luego de un proceso de
seleccion determinado. En otras palabras, la incapacidad de una mutante para
superar un ambiente selectivo da cuenta de la importancia del gen correspondiente
para sobrevivir en dicho ambiente. Una de las desventajas de la técnica STM es que
permite evaluar solo una pequefia porcion del genoma a la vez. Para solucionar este
problema, se ha mejorado la técnica cambiando las secuencias Unicas del
transposén por promotores T7 o SP6 orientados hacia uno de los extremos de la
region mutada. De esta manera, se logran obtener transcritos in vitro que son Unicos
para cada mutante y que pueden ser identificados a través de hibridaciones
competitivas utilizando microarreglos gendémicos. Lamentablemente, este tipo de
andlisis presenta limitaciones y efectos indeseados a considerar. Uno de ellos es el
efecto polar que se puede generar por la insercibn misma del transposon, afectando
la expresion de genes rio arriba o rio abajo del gen mutado (Link et al., 1997). Esto
afecta la interpretacion de los datos, ya que el defecto biol6gico observado podria no
reflejar la interrupcidn del gen en cuestion. Ademas, esta técnica requiere generar un
gran numero de mutantes para cubrir la totalidad del genoma bacteriano, las cuales
pueden perderse de manera aleatoria dada las condiciones experimentales y no por
la propia seleccibn negativa (Santiviago et al., 2009). Para evitar estos
inconvenientes, actualmente se han construido genotecas de mutantes de
S. Typhimurium mediante reemplazo alélico de genes individuales a escala
genomica, donde cada mutante se ha generado de manera individual para eliminar al
minimo el efecto polar (Porwollik et al., 2014). Estas genotecas no superan las
3.800 mutantes, en comparacion con las ~50.000 mutantes contenidas en una
genoteca de transposones que son requeridas para cubrir el genoma. De esta

manera, el nUmero de mutantes a utilizar es considerablemente menor, mejorando la



eficiencia de la deteccién de genes asociados a un fenotipo relevante en el modelo
de seleccidn.

1.6.- Disefio experimental

A pesar que los antecedentes sugieren que Salmonella requeriria los mismos
mecanismos de patogenicidad para sobrevivir dentro de macréfagos y amebas, en la
literatura no hay evidencia de estudios comparativos a escala gendmica que
permitan establecer un conjunto comdn de genes bacterianos requeridos para

sobrevivir dentro de ambas células fagociticas.

Considerando estos antecedentes, en esta tesis nos propusimos identificar un
conjunto comun de genes de S. Typhimurium requeridos para la supervivencia
intracelular del patégeno en macréfagos murinos y en la ameba D. discoideum. Para
esto, se decidi6 identificar genes de S. Typhimurium requeridos para su
supervivencia intracelular en macréfagos murinos RAW264.7 utilizando una
coleccion de mutantes generada en una cepa Vvirulenta del patégeno. La
comparacion entre la poblacion de mutantes capaces de infectar los macréfagos
(input) y la poblacion de mutantes capaces de sobrevivir durante el proceso de
infeccion (output) permite identificar las mutantes que presentan seleccién negativa,
dando cuenta de los genes necesarios para la supervivencia intracelular de
S. Typhimurium en macréfagos murinos. EI monitoreo de los cambios en las
poblaciones de mutantes se realizO mediante secuenciacion masiva de DNA vy
posteriores analisis de abundancia relativa de cada mutante. Usando esta estrategia
experimental, en nuestro laboratorio ya se identificaron los genes de S. Typhimurium
requeridos para su supervivencia intracelular en D. discoideum. El posterior analisis
comparativo de las mutantes bajo seleccién negativa en estos modelos de infeccién
nos permitié identificar un conjunto comun de genes de S. Typhimurium requeridos
para su supervivencia intracelular en ambas células fagociticas. Finalmente,
validamos la informacion obtenida a partir de los analisis a escala gendomica
generando mutantes por delecién en algunos de los genes identificados y evaluando

Su supervivencia intracelular en macrofagos murinos y en D. discoideum.
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2.- HIPOTESIS

“Salmonella enterica serovar Typhimurium requiere un conjunto comun de genes
para sobrevivir intracelularmente en macréfagos murinos y en la ameba

Dictyostelium discoideum”

3.- OBJETIVO GENERAL

Identificar un conjunto comun de genes requeridos para la supervivencia
intracelular de Salmonella enterica serovar Typhimurium en macr6fagos murinos y en

la ameba Dictyostelium discoideum.

4.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar a escala genOmica los genes de Salmonella enterica serovar
Typhimurium involucrados en la supervivencia intracelular en macréfagos
murinos RAW264.7.

2.- Identificar un conjunto comun de genes de Salmonella enterica serovar
Typhimurium requeridos para su supervivencia intracelular en macrofagos

murinos RAW264.7 y en la ameba Dictyostelium discoideum.

3.- Confirmar de manera individual la participacion de genes requeridos para la
supervivencia intracelular de Salmonella enterica serovar Typhimurium en ambos

modelos.
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5.- MATERIALES Y METODOS
5.1.- Reactivos

A continuacion se indican los insumos utilizados en esta tesis y sus

proveedores.

BIOTIUM (CA, USA): GelRed.

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

Biological Industries (CT, USA): Mezcla Tripsina-EDTA 10X, suero fetal bovino
(SFB).

Corning (NY, USA): Medio DMEM 1X, PBS 1X.

Difco Laboratories (MI, USA): Triptona, extracto de levadura.

IDT (10, USA): Todos los oligonucledtidos y partidores utilizados en esta tesis.

Gibco (NY, USA): Azul de tripan.

Invitrogen Life Technologies (CA, USA): Taq DNA polimerasa, proteinasa K.

lllumina (CA, USA): “MiSeq Reagent Kit v3 (150-cycles)”.

Merck (NJ, USA): Cloruro de sodio (NaCl), fosfato dibasico de potasio (KoHPO,),

fosfato monobasico de potasio (KH,PO,), fosfato dibasico de sodio (Na;HPO,),

glucosa, etanol absoluto, sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO, x 7H,0),
solucién amortiguadora TAE 50X, Triton X-100.

New England Biolabs (MA, USA): “1 kb DNA ladder”, “100 pb DNA ladder”, “Low
Molecular Weight DNA ladder”, T4 DNA ligasa, endonucleasa Acil.

Qiagen (CA, USA): “QlAquick PCR purification Kit”, “QIAquick Gel Extraction Kit”.

Sigma Chemical Co (MO, USA): Ampicilina (Amp), gentamicina (Gen), kanamicina

(Kan), estreptomicina (Str), “GenElute Bacterial Genomic DNA Kit”.

Thermo Scientific (HyClone) (IL, USA): Solucién antibidtica/antimicotica 100X.
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5.2.- Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1.- Cepas bacterianas utilizadas en esta tesis.

Cepa bacteriana Caracteristica Fuente o referencia
S. Typhimurium 14028s Ce\eﬁu‘i‘!ﬁ;tre Stock de laboratorio
S. Typhimurium 14028s AaroA AaroA::Kan Stock de laboratorio
S. Typhimurium 14028s AarnBCADTEF AarnBCADTEF::Kan Stock de laboratorio
S. Typhimurium 14028s Awaal Awaal.::Kan (Riguelme et al., 2016)
S. Typhimurium 14028s AWzZsepe * AwzZziepe::Kan Stock del laboratorio
S. Typhimurium 14028s Awzzst * Awzzst::Kan Stock del laboratorio
Escherichia coli B/r (DBS0348878) Cepa silvestre dictyBase
Klebsiella aerogenes (DBS0349838) Cepa silvestre dictyBase

* Estas cepas se obtuvieron mediante transduccidon generalizada con el fago P22 desde mutantes
previamente generadas en el fondo genético de S. Typhimurium LT2 (Bravo et al., 2008).

5.2.1.- Genoteca de mutantes por delecion de genes individuales de Salmonella
Typhimurium 14028s (SGD-K)

A partir de una colaboracién con los laboratorios del Dr. Michael McClelland
(University of California Irvine, CA, USA) y la Dra. Helene Andrews-Polymenis (Texas
A&M University, TX, USA), logramos generar una coleccion de mutantes individuales
de S. Typhimurium 14028s (Porwollik et al., 2014). Cada mutante en la coleccion
contiene un cassette de resistencia a Kan (Kan®) en reemplazo de un gen particular
(Figura 2). Las mutantes se construyeron mediante una modificacién del método de
intercambio alélico por recombinacion de productos de PCR descrito por Datsenko y
Wanner (Datsenko and Wanner, 2000; Santiviago et al., 2009). La generacion de
las primeras ~1000 mutantes y su caracterizacion mediante métodos moleculares se
realizé durante la pasantia postdoctoral del Dr. Carlos A. Santiviago en el laboratorio
del Dr. McClelland (Santiviago et al., 2009). Actualmente, la coleccion posee ~3700
mutantes individuales que representan una cobertura cercana al 80% de los genes

no esenciales de S. Typhimurium 14028s (Porwollik et al., 2014). A partir de una
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mezcla de cultivos individuales de las mutantes de esta coleccion se generd la

genoteca Single-gene deletion Kan® (SGD-K) analizada en esta tesis.

I:)T7

H1 P1 FRT FRT P2 H2

Figura 2. Esquema de la estructura de las mutantes por delecién de genes individuales de la
genoteca SGD-K. P1 y P2: Secuencias que hibridan con el plasmidio pCLF4 que posee un cassette
de Kan® (Secuencias constantes). H1 y H2: Secuencias que hibridan con regién que flanquea el gen
de interés (secuencias variables). La linea roja representa la secuencia remanente del gen
delecionado. FRT: flipase recombinase target (secuencias de reconocimiento de la recombinasa FIp).
aph: aminoglicésido 3’-fosfotransferasa (gen que confiere resistencia a kanamicina). P17: promotor
reconocido por la RNA polimerasa del fago T7.

5.2.2.- Genoteca de mutantes por insercion al azar de un derivado del

transposén Tn5 en Salmonella Typhimurium 14028s

Esta genoteca corresponde a una mezcla de ~230.000 mutantes por insercion
al azar de un derivado del transposon Tn5 en S. Typhimurium 14028s. Cada mutante
contiene una variante del transposén EZ-Tn5<T7/KAN-2> que posee un cassette de
Kan® y secuencias variables (“barcodes”) de 18 nucleétidos ubicadas en cada uno de
los extremos del transposén (Figura 3). Estos barcodes permiten la identificacién de
cada mutante presente en la genoteca mediante secuenciaciéon masiva de DNA. Esta

genoteca fue donada a nuestro grupo por el Dr. Michael McClelland.
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Barcode 1 Barcode 2
18 nt 18 nt

aph

EZ-Tn5 <T7/KAN-2> (1248 pb)

Figura 3. Esquema de la estructura de las mutantes por insercién al azar de un derivado del
transposén Tn5 en S. Typhimurium 14028s. aph: aminoglicésido 3’-fosfotransferasa (gen que
confiere resistencia a kanamicina). Pt7: promotor reconocido por la RNA polimerasa del fago T7. ME:
Mosaic end.

5.3.- Lineas celulares eucariontes

Las lineas celulares eucariontes utilizadas en este estudio se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2. Lineas celulares utilizadas en esta tesis.

Linea celular Caracteristica Fuente

Linea de macréfagos murinos
adherentes establecida desde European Collection

Macréfagos RAW264.7 un tumor inducido por el Virus of Cell Cultures
de la Leucemia Murina de (ECACC)
Abelson en un ratén BALB/c
Dictyostelium discoideum Cepa silvestre axénica :
AX4 (DBS0302402) (axeAl, axeB1, axeC1) Dicty Stock Center

5.4.- Medios y condiciones de cultivo bacteriano

Las bacterias se cultivaron rutinariamente a 37°C con agitacion en caldo Luria-
Bertani (LB) (10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCl). Cuando se
requirio, el medio LB se suplementd con los siguientes antibidticos: kanamicina (Kan,
75 pg/L) o ampicilina (Amp, 100 pg/L). Para los cultivos en medio solido, el caldo LB

se suplement6 con Bacto agar (15 g/L).

15



5.5.- Medios y condiciones de cultivo celular
5.5.1.- Macréfagos murinos RAW264.7

Inicialmente, las células almacenadas a -80°C se cultivaron en botellas de
cultivo celular de 25 cm? que contenian medio DMEM suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 20% y solucion antibidtica/antimicética 1X. Las células se incubaron
a 37°C en una atmésfera con 5% (v/v) de CO,. Una vez que el cultivo celular alcanzé
una confluencia entre un 90-100%, las células se lavaron 3 veces con PBS 1X para
eliminar las células no adheridas. A partir del primer traspaso, los macréfagos se
mantuvieron en botellas de cultivo celular de 75 cm? con medio DMEM suplementado
con SFB al 10% y se incubaron a 37°C en una atmosfera con 5% (v/v) de CO.. Los

macrofagos se subcultivaron hasta el traspaso N°25.
5.5.2.- Dictyostelium discoideum AX4

Las amebas se cultivaron inicialmente a 23°C sobre un césped de Klebsiella
aerogenes crecido en placas de agar SM (10 g/L de glucosa, 10 g/L de peptona,
1 g/L de extracto de levadura, 1 g/L de MgSO4 x 7H,0, 1,9 g/L de KH,POy4, 0,6 g/L de
KoHPO4, 20 g/L de Bacto agar, pH 6,4) y tratado con UV durante 10 min.
Posteriormente, amebas obtenidas a partir de las placas de fagocitosis generadas en
el agar SM se cultivaron en condiciones axénicas con agitacion a 23°C en medio
liqguido HL5 (14 g/L de triptona, 7 g/L de extracto de levadura, 0,35 g/L de Na;HPOy,,
1,2 g/L de KH,PO,, pH 6,3) suplementado con glucosa (14 g/L), Str (300 pg/mL) y
Amp (100 pg/mL). A partir del primer subcultivo, las amebas se cultivaron en medio
HL5 suplementado con glucosa y Amp (100 pg/mL). La concentracidn celular de los
subcultivos se controlé6 mediante tincién con azul de tripan y posterior recuento en
camara de Neubauer. Los subcultivos siempre se realizaron con células en fase
exponencial temprana (1 a 2 x 10° células/mL). Para los ensayos de fagocitosis

siempre se utilizaron células provenientes del 3 al 6 subcultivo.
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5.6.- Partidores y oligonucleétidos

Los partidores y oligonucleétidos utilizados en este estudio se muestran en la

Tabla 3.

Tabla 3. Partidores y oligonucleétidos utilizados en esta tesis.

Partidor /
oligonucledtido

Secuencia

Para la generacién d

e genotecas para secuenciacion

Adapter CG-end

CGAGATCGGAAGAGCp

lllumina_Index_TGACCA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

PCR Primer 2.0

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT

lllumina_multiplex-forward

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

SGD Index_7nt_2

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAAGAGGAGACCTAAGGAGGATATTCA

SGD Index_7nt_8

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGCGGAGACCTAAGGAGGATATTCA

SGD Index_7nt_12

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGCCGGAGACCTAAGGAGGATATTCA

SGD Index_7nt_13

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGTAGGAGACCTAAGGAGGATATTCA

SGD Index_7nt_34

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCAACGGAGACCTAAGGAGGATATTCA

SGD Index_7nt_35

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCAAGGAGACCTAAGGAGGATATTCA

SGD Index_7nt_47

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCTGCGGAGACCTAAGGAGGATATTCA

SGD Index_7nt_52

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGGAAGGAGACCTAAGGAGGATATTCA

SGD Index_7nt_58

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTCCGGAGACCTAAGGAGGATATTCA

SGD Index_7nt_60

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGTTAGGAGACCTAAGGAGGATATTCA

SGD Index_7nt_63

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTCATGGAGACCTAAGGAGGATATTCA

SGD Index_7nt_69

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTTCTGGAGACCTAAGGAGGATATTCA

SGD 5’end code_2

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGGAGTCTCGAAGCAGCTCCAGCCTG

SGD 5’end code_3

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAGGATCTCGAAGCAGCTCCAGCCTG

SGD 5'end code_4

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAAAGTCCCGAAGCAGCTCCAGCCTG

SGD 5’end code_5

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTATGGATCTTGAAGCAGCTCCAGCCTG

SGD 5’end code_6

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACTAGCTTCGAAGCAGCTCCAGCCTG

SGD 5'end code_7

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGGAACCCCGAAGCAGCTCCAGCCTG

SGD 5’end code_8

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGAGGCTTCGAAGCAGCTCCAGCCTG

SGD 5’end code_10

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGAAGCTTCGAAGCAGCTCCAGCCTG

SGD 5’end code_11

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTAACCTCGAAGCAGCTCCAGCCTG

SGD 5’end code_12

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGGAACTCCGAAGCAGCTCCAGCCTG

SGD 5'end code_13

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCAGAACCTCGAAGCAGCTCCAGCCTG

SGD 5’end code_14

ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCGGAGCTTTGAAGCAGCTCCAGCCTG

Para la construccién de mutantes por reemplazo alélico

aroA_(H1+P1) GTTGAGTTTCATGGAATCCCTGACGTTACAACCCATCGCGGTGCAGGCTGGAGCTGCTTC
aroA_(H2+P2) AACAGAAGACTTAGGCAGGCGTACTCATTCGCGCCAGTTGCATATGAATATCCTCCTTAG
aroA_Out3 TTTTTCATACTAATCTTCCGTTGA

aroA_Out5 GCGCGCCTCTATCTATAACG

arnB_(H1+P1) GCGGCTTTCAATGGCTGAAGGAAAAATGATGTCGGACTTTGTGCAGGCTGGAGCTGCTTC
arnF_(H2+P2) GCGCAAGCCATCATGATCTGGCGGGCAGAAAAATCAGCATCATATGAATATCCTCCTTAG
arnB_Out5 GGCAGGTATTATCGGAACGA

arnF_Out3 GCGATATCCTGTCGCCTTTA

K1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT

Las secuencias subrayadas son complementarias a las regiones Pl y P2 del plasmidio pCLF4
(Santiviago et al., 2009).
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5.7.- Ensayos de proteccidon a gentamicina en macréfagos murinos RAW264.7
usando la genoteca de mutantes SGD-K de S. Typhimurium

El dia previo a la infeccion, se creci6é una alicuota de la genoteca SGD-K en
10 mL de caldo LB suplementado con Kan a 37°C con agitacion durante toda la
noche. En paralelo, se sembraron 2 x 10° macréfagos RAW264.7 en una placa de
cultivo celular de 6 pocillos que contenia medio DMEM suplementado con 10% de
SFB y se incubaron a 37°C en una atmosfera con 5% v/v de CO, durante toda la

noche.

Al dia siguiente, las bacterias se lavaron con PBS 1X y se centrifugaron a
3.420 x g (6.000 rpm) durante 5 min a 4°C. El sedimento bacteriano obtenido se
resuspendié en medio DMEM (muestra input). Para la infeccién, ~4 x 10° células se
co-incubaron con una alicuota del cultivo de la genoteca SGD-K durante 45 min a
37°C, utilizando una multiplicidad de infeccion (MOI) de 10 bacterias/célula. Luego,
las células se lavaron tres veces con PBS 1X y se incubaron en medio DMEM
suplementado con gentamicina (Gen, 200 ug/mL) durante 1 h a 37°C, para eliminar
las bacterias extracelulares. Las células infectadas se lavaron nuevamente con PBS
1X (3 veces) y se mantuvieron en DMEM suplementado con Gen 50 ug/mL a 37°C
hasta 6 y 20 h post-infeccion. Para recuperar las bacterias intracelulares a distintos
tiempos de infeccion (0, 6 y 20 h), las células infectadas se lavaron 3 veces con PBS
1X y se lisaron con 1 mL de DOC al 0,5%. Finalmente, se determinaron las UFC
correspondientes a las bacterias usadas para infectar (muestra input) y a las
bacterias intracelulares recuperadas (muestras output) mediante dilucion seriada en
PBS 1X y posterior siembra en agar LB. En paralelo, se determiné el nimero de
células viables en cada tiempo de infeccibn mediante tincion con azul de tripan y
recuento en cdmara de Neubauer. Adicionalmente, alicuotas de las muestras input y
output (0, 6 y 20 h) se centrifugaron a 3.420 x g (6.000 rpm) durante 5 min y se
lavaron con PBS 1X para eliminar el exceso de detergente. El sedimento obtenido de
cada muestra se crecio en caldo LB durante 12 h a 37°C para aumentar la biomasa
bacteriana. Cada cultivo se centrifugd a 3.420 x g (6.000 rpm) durante 5 min y el
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sedimento obtenido se guardd a -20°C para su posterior tratamiento. En la Figura 4

se muestra un esquema del ensayo descrito.

MOI 10 bacterias/célula AL
ey

Macréfagos murinos #"‘\?’/“:\?'/’g—?—,«? Genoteca de mutantes de
RAW264.7 /ﬂg‘ L S Typhlrarlfgﬂgl 14028s

Infeccion por 45 min a 37°C

Eliminacion de bacterias
extracelulares mediante lavados

Incubar en DMEM suplementado con Gen (200 ug/mL) por 1 h a 37°C

Toma de muestras output a distintos tiempos de infeccién

(0,6 y20h)
Re}z;:uento .dil Recuento de bacterias
macrotagos viables intracelulares
Camara de Neubauer Lisis de macrofagos
o= e Dilucion seriada y
ko siembra en placa S
e (W (UFC) =
e Crecimiento en caldo
LB por 12 h

Figura 4. Esquema del ensayo de proteccién a gentamicina usando macro6fagos murinos
RAW?264.7 infectados con cepas de S. Typhimurium.
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5.8.- Generacion de genotecas para secuenciacion masiva de DNA mediante el
sistema MiSeq de lllumina

En nuestro laboratorio se disefié un protocolo para identificar cada una de las
mutantes de S. Typhimurium presentes en las distintas poblaciones analizadas
(muestras input y output) mediante secuenciacion masiva de DNA usando el sistema
MiSeq de lllumina (Figura 5). Mediante este protocolo, se amplificaron las regiones
adyacentes (ya sea rio arriba o rio abajo) al sitio de insercién del cassette de Kan®
presente en cada mutante de la genoteca SGD-K. El andlisis posterior de los datos
de secuenciacion permitié identificar las mutantes bajo seleccibn negativa en
macrofagos murinos. A continuacion se detallan los distintos pasos que conforman el

protocolo mencionado.
5.8.1.- Extraccion de DNA gendémico

Los sedimentos bacterianos obtenidos a partir de cada una de las muestras
input y output se resuspendieron en 1mL de PBS 1X. Se utilizaron 100 pL de cada
suspension bacteriana para extraer DNA gendmico (gDNA) usando el sistema
comercial “GenElute Bacterial Genomic DNA Kit” de acuerdo al protocolo del
fabricante. Cada muestra de gDNA se eluy6 en 100 pL de H,0O libre de nucleasas y
luego se midié su concentracion y pureza (Azeo/Azso) Usando un equipo Nanodrop.
Ademas, se evalud la integridad del gDNA mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% en solucion amortiguadora Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X. La
electroforesis se realiz6 a 100 V durante 30 min. Las muestras de gDNA se

almacenaron a -20°C hasta su uso posterior.
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Figura 5. Esquema del protocolo usado para la generacién de genotecas para secuenciacion
masiva de DNA mediante MiSeq de lllumina. El gDNA de cada mezcla de mutantes recuperadas a
los distintos tiempos de infeccién se digirié con la enzima de restriccion Acil. Luego, a los fragmentos
generados se ligaron los adaptadores “Adapter CG-end” e “lllumina_index TGACCA” con la enzima
T4 DNA ligasa. Posteriormente, se amplificaron los fragmentos para enriquecer las muestras en las
regiones de interés utilizando partidores que incorporaron las secuencias necesarias para el proceso
de secuenciacion y secuencias especificas (“barcodes”) que permiten diferenciar cada muestra.
Finalmente, los fragmentos generados se secuenciaron mediante el sistema MiSeq de lllumina.
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5.8.2.- Digestion con enzima de restriccion

Alicuotas que contenian 2 pug de gDNA de cada muestra se digirieron con la

enzima de restriccion Acil durante 2 h a 37°C de acuerdo al siguiente protocolo:

Reaccion de Digestion (60 pL)
Reactivos Volumenes (L) Concentracion
gDNA (2 g) X -
Solucién amortiguadora CutSmart 10X 6 1X
Acil (10 U/uL) 0,5 5 Ulreaccion
H,O 5356 -X -

5.8.3.- Ligacion de oligonucleétidos adaptadores

Se ligaron los oligonucledtidos adaptadores “lllumina_index TGACCA” y
“‘Adapter CG-end” (Tabla 3) al gDNA digerido correspondiente a cada una de las

muestras utilizando la enzima T4 DNA ligasa de acuerdo al siguiente protocolo:

Reaccidn de Ligacion (40 pL)

Reactivos Volimenes (uL) Concentracion
gDNA digerido (1 ug) 30 -
ATP (10 mM) 4 1 mM
Adapter CG-end (10 pM) 0,5 uM
lllumina_index_TGACCA (10 pM) 0,5 uM

200 U/reaccién

T4 DNA ligasa (200 U/uL)
H,O

IR ININ

La reaccion de ligacion se realiz6 en varios pasos secuenciales, usando el

siguiente programa:

Programa de ligacion
Temperatura Tiempo
25°C 90 min
10°C 90 min
16°C o0

Posteriormente, las muestras fueron calentadas a 95°C durante 5 min para
inactivar las enzimas presentes en la mezcla de reaccion. EI DNA ligado fue

purificado con el sistema comercial “QIAquick PCR Product Purification”, segun el

22



protocolo del fabricante. Se obtuvieron 50 yL de DNA ligado purificado de cada
muestra. Luego, se analizé una alicuota de 3 uL del DNA ligado purificado mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% en solucion amortiguadora TAE 1X. La
electroforesis se realizd a 100 V durante 30 min. El remanente de cada muestra de

DNA se almacenoé a -20°C hasta su uso posterior.
5.8.4.- Amplificacion de fragmentos mediante PCR

Se realiz6 un paso de amplificacion para aumentar la abundancia de
fragmentos de interés, al mismo tiempo de agregar secuencias que permitan la union
del DNA a la placa de secuenciacién y secuencias especificas (“barcodes”) para
poder diferenciar las distintas muestras. De esta forma, se realizaron 2 reacciones de
PCR sucesivas para generar la genoteca para secuenciacion. En la primera reaccion

se utilizaron los siguientes reactivos:

Protocolo de la primera amplificacion por PCR (50 pL)
Reactivos Volumenes (uL) | Concentracion
Solucién amortiguadora 10X 5 1X
MgCl, (25 mM) 3 1,5 mM
Partidor “PCR primer 2.0” (5 uM) 4 0,4 uM
Partidor “SGD Index_7nt_X" 0 "SGD 5’end 4 0,4 UM
code X’ (5 uM) ’
dNTPs 10X (2 mM c/u) 5 0,2mM
DNA ligado 12 -
H,0O libre de nucleasas 16,5 -
Taq DNA polimerasa (5 U/ulL) 0,5 2,5 U/reaccién

El programa de la primera amplificacion por PCR fue el siguiente:

Programa de PCR
Temperatura | Tiempo Ciclos

95°C 1 min 1
95°C 30 seg

60°C 30 seg 10
72°C 30 seg

72°C 2 min 1
20°C o0 -
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El partidor “PCR primer 2.0” hibrida con la secuencia del adaptador ligado y
los partidores “SGD Index_7nt_X" o “SGD 5’end code_X” hibridan con un segmento
del cassette de Kan® presente en cada mutante en el extremo 3’ y 5,
respectivamente. Ambos partidores contienen una secuencia variable denominada
“‘in-line barcode” que permite identificar cada muestra. Con el propdsito de no alterar
la abundancia relativa de las moléculas de DNA generadas durante la reaccion de
PCR, se utilizaron solo 10 ciclos de amplificacion. Los productos de PCR generados
se analizaron en un gel de agarosa al 1% en solucion amortiguadora TAE 1X. La
electroforesis se realiz6 a 100 V durante 40 min. Posteriormente, las muestras se
purificaron mediante el sistema comercial “QlAquick PCR Product Purification Kit”,
segun el protocolo del fabricante. Los productos de la primera amplificacion se
utilizaron como templados para una segunda amplificacion, en la que se utilizaron los

siguientes reactivos:

Protocolo de la segunda amplificacion por PCR (50 uL)
Reactivos Segunda PCR Voliumenes (uL) | Concentracion
Solucién amortiguadora 10X 5 1X
MgCl, (25 mM) 3 1,5 mM
Partidor “PCR primer 2.0” (5 uM) 4 0,4 uM
Partidor “lllumina_multiplex-forward” (2,5 uM) 8 0,4 uM
dNTPs 10X (2 mM c/u) 5 0,2 uM
Producto de la primera amplificacion 1 -
H,O libre de nucleasas 23,5 -
Taq DNA polimerasa (5 U/uL) 0,5 2,5 Ulreaccién

El programa de la segunda amplificacién por PCR fue el siguiente:

Programa de PCR
Temperatura | Tiempo | Ciclos

95°C 1 min 1
95°C 30 seg

60°C 30 seg 13
72°C 30 seg

72°C 2 min 1
20°C 0 -
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El partidor “lllumina_multiplex-forward” hibrida con la regiébn 5 de los
partidores “SGD Index_7nt X" o “SGD 5’end code_X’, agregando secuencias
necesarias para la secuenciacion. En esta amplificacion se realizaron 13 ciclos,

completando un total de 23 ciclos totales de amplificacion.
5.8.5.- Electroforesis y purificacion de DNA en geles de agarosa

Inicialmente, los productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de
agarosa al 2% en solucion amortiguadora TAE 1X tefidos con GelRed. La
electroforesis se realiz6 a 100 V durante 40 min. A partir de los geles se purificaron
los productos de PCR seleccionando un rango de tamaio entre ~100 pb y ~800 pb.
Esto se realiz6 para eliminar una banda de ~90 pb generada por amplificacion entre
los partidores. La purificacion se realiz6 usando el sistema comercial “QIAquick Gel
Extraction Kit”, segun el protocolo del fabricante. Para verificar la eliminacion de la
banda mencionada, se analizaron 3 pL de producto de PCR purificado mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2% en solucion amortiguadora TAE 1X. La
electroforesis se realizé a 100 V durante 40 min. Las muestras se almacenaron

a -20°C hasta su secuenciacion.
5.8.6.- Secuenciacién masiva de DNA mediante el sistema MiSeq de lllumina

El DNA amplificado y purificado desde los geles se cuantific6 mediante un
meétodo fluorimétrico usando el sistema comercial “Qubit”. Ademas, se determiné la
distribucion de los fragmentos en cada muestra mediante electroforesis capilar
utilizando el sistema “Fragment Analyzer”’. Con estos datos, se calculé la molaridad
de cada muestra y se realiz6 una mezcla equimolar de todas las muestras input y
output (0, 6 y 20 h). Esta genoteca de fragmentos se secuencid por los extremos 3’
(regién H1) y 5’ (region H2) utilizando el sistema comercial “MiSeq Reagent Kit v3”
durante 75 ciclos en un equipo MiSeq de lllumina. La secuenciacion se realizd
gracias a una colaboracién con el grupo del Dr. Victor Martinez, académico del
Departamento de Fomento de la Produccion Animal de la Facultad de Ciencias

Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.
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5.8.7.- Expresion de resultados y analisis de datos

Los datos de la secuenciacion masiva de las genotecas generadas fueron
analizados considerando tres réplicas bioldgicas para cada condicién experimental.
Las lecturas obtenidas fueron mapeadas en el genoma de S. Typhimurium 14028s y
analizadas mediante herramientas computacionales desarrolladas por el equipo del
Dr. Juan Ugalde, quien a la fecha de este estudio se desempefiaba como académico
del Centro de Genética y Gendmica de la Facultad de Medicina de la Universidad del

Desarrollo.

5.9.- Ensayos de proteccién a gentamicina en macrofagos murinos RAW264.7
usando una genoteca de mutantes por inserciéon al azar de un derivado del

transposén Tn5 en S. Typhimurium

Estos ensayos se realizaron usando el protocolo de infeccion descrito en la
seccién 5.7, con algunas modificaciones. Se sembraron ~4 x 10° macréfagos en
botellas de cultivo celular de 75 cm? que contenian medio DMEM suplementado con
10% de SFB. Las botellas se incubaron a 37°C en una atmésfera con 5% v/v de CO,
hasta alcanzar una confluencia del 90-100%. Cada cultivo confluente contenia ~1 x
107 células por botella y se consideraron 2 botellas por cada tiempo de infeccién. Los
macréfagos de cada botella se infectaron con una alicuota de la genoteca de
mutantes por transposicion usando una MOI de 10 bacterias/célula. Luego de 45 min
de infeccion, cada botella se lavo tres veces con 5 mL de PBS 1X y se incub6 con 10
mL de medio DMEM suplementado con Gen (200 ug/mL) durante 1 h a 37°C para
eliminar las bacterias extracelulares. Luego, las células infectadas se lavaron tres
veces con 5 mL de PBS 1X y se mantuvieron con 10 mL de DMEM suplementado
con Gen (50 pg/mL) a 37°C durante 6 y 20 h. Las células infectadas del TO
provenientes de 2 botellas se desprendieron por accion mecanica en 5 mL de medio
DMEM. Una alicuota de la suspension celular se utilizé para determinar el nUmero de
células viables mediante tincidon con azul de tripan y conteo en camara de Neubauer.
El resto de células infectadas se centrifugo a 3.420 x g (6.000 rpm) durante 5 min a
4°C y el sedimento obtenido se lis6 con 1 mL de DOC 0,5%. Se utilizaron alicuotas

de 100 pL del lisado para determinar las UFC correspondientes a las bacterias
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intracelulares mediante dilucién seriada en PBS 1X y posterior siembra en placa de
agar LB. Los 900 pL restantes del lisado se centrifugaron a 3.420 x g (6.000 rpm)
durante 5 min a 4°C y el sedimento se lavo con 1 mL de PBS 1X para eliminar el
exceso de detergente. Las bacterias se centrifugaron nuevamente, el sedimento se
resuspendié en 20 mL de caldo LB y se incub6 a 37°C con agitacion durante 8-12 h.
Finalmente, el cultivo se centrifugd a 3.420 x g (6.000 rpm) durante 5 min a 4°C y el

sedimento se mantuvo a -20°C hasta su uso posterior.

En los ensayos de infecciones sucesivas se utilizd como input una alicuota de
bacterias intracelulares recuperadas luego de 20 h de infeccidn, obtenidas a partir de
un ensayo previo. Cada ensayo se realizé de acuerdo a la metodologia descrita

anteriormente.

5.10.- Secuenciacion masiva de DNA de la genoteca de mutantes por insercion
al azar de un derivado del transposon Tn5 en S. Typhimurium 14028s

Inicialmente, se extrajo gDNA de cada muestra a partir de 100 pL de
suspension bacteriana como se describe en la seccidon 5.8.1. Se midi6é la
concentracion y pureza (Azeso/Azso) del gDNA usando un equipo Nanodrop y se evalud
su integridad mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% en solucién
amortiguadora TAE 1X. Las muestras de gDNA se enviaron al laboratorio del
Dr. Michael McClelland en la Universidad de California, Irvine CA, USA, para su
secuenciacion. Para esto, las muestras de gDNA fueron usadas para construir
genotecas para secuenciacion masiva de DNA. Mediante una estrategia basada en
PCR, se amplificaron las secuencias variables de 18 nucleétidos (barcodes)
presentes en cada brazo del transposon y se agregaron a los productos las
secuencias requeridas para la secuenciacién (Figura 6). Finalmente, los productos

de PCR fueron secuenciados utilizando un equipo HiSeq de Illumina.
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Figura 6. Esquema de amplificacién usado para la generaciéon de genotecas para secuenciacion
masiva de DNA mediante HiSeq de Illumina. El gDNA de cada mezcla de mutantes por insercion al
azar de un transposon se amplificO para enriquecer las muestras en las regiones de interés
(“barcodes”, cuadro verde) utilizando partidores que incorporaron las secuencias necesarias para el
proceso de secuenciacién que permiten diferenciar cada muestra. Finalmente, los fragmentos
generados se secuenciaron mediante el sistema HiSeq de lllumina.

Producto final

5.10.1.- Analisis de los datos de la secuenciacién

La secuenciacion de cada region variable (barcodes) permitio la identificacion
de cada mutante presente en las poblaciones de las distintas muestras analizadas.
Las secuencias correspondientes a cada mutante se normalizaron por el nimero
total de secuencias obtenidas en cada tiempo de infeccion, lo que permitié calcular la

abundancia relativa de cada mutante. Luego, a partir de la abundancia relativa se
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determind la razén Tg/To y T20/To para cada mutante en cada réplica realizada y se
calcul6 el correspondiente valor de Logx(Te/To) Y Loga(T20/To). A partir de los valores
de las 3 réplicas bioldgicas, se calculo el promedio del Logx(Te/To) Y Log2(T20/To).
Ademas, se usO la prueba estadistica t de Student de dos colas para comparar las
diferencias entre las 3 réplicas de las lecturas normalizadas del Tg 0 Ty el promedio
de las lecturas normalizadas del T, para cada mutante. Posteriormente, se
escogieron tres criterios para definir si una mutante se encontraba bajo seleccion
negativa (es decir, que disminuia su abundancia relativa en la poblacion de mutantes
a lo largo de la infeccion). Estos criterios fueron: que el valor de Logx(Te/To) O
Loga(T20/To) fuera < -1. Es decir, que la abundancia relativa de una mutante
disminuya al menos a la mitad al comparar el Tg con el To; (ii) que el valor de
Logx(Te/To) 0 Loga(T20/To) tuviera significancia estadistica (P < 0,05); y (iii) que los
genes identificados mediante el andlisis de los datos presentaran al menos 3

mutantes (inserciones) independientes que cumplan los criterios anteriores.

Por otra parte, a cada gen identificado se le asigné una categoria funcional
asociada a la proteina que codifican de acuerdo a un analisis de Clusters of
Orthologous Groups (COGs) (Tatusov et al., 2000). La asignacién se realizo a partir
de una base de datos del laboratorio generada a partir de la secuencia de
S. Typhimurium LT2, donde cada gen tenia su propia categoria COG. Para aquellos
genes ausentes en la base de datos mencionada, se busc6 manualmente una
categoria. COG en la base de datos disponible en la plataforma
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/COG/COG2014/static/lists/listSalent.html.

Finalmente, se realizdé un andlisis comparativo de los datos obtenidos en esta
tesis con los datos generados en la Memoria de Titulo de Bioquimico de Bayron
Labra (2018), donde se utilizd la misma genoteca de mutantes de S. Typhimurium
14028s por insercion del transposon derivado de Tn5 en el modelo de la ameba
Dictyostelium discoideum. Los datos de esta Memoria de Titulo se reanalizaron
segun los criterios de seleccion mencionados anteriormente y ambas bases de datos
se alinearon usando el programa Access 2010 (Microsoft) de acuerdo al descriptor

“Locus_Tag” asignado a cada gen. De esta manera, se logré identificar un conjunto
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comun de genes de S. Typhimurium requeridos para la supervivencia intracelular en

ambos modelos de infeccion.

5.11.- Construccion de mutantes de S. Typhimurium 14028s mediante el

método de Red-swap

Las mutantes derivadas de S. Typhimurium 14028s con deleciones de
regiones gendmicas especificas se construyeron mediante el método de intercambio
alélico por recombinaciéon de productos de PCR dependiente de la recombinasa Red
del fago A (Red-swap) descrito por Datsenko y Wanner (Datsenko and Wanner,

2000), considerando ciertas modificaciones (Santiviago et al., 2009).
5.11.1.- Amplificacién del cassette de resistencia a antibiético mediante PCR

Para este proposito, se disefiaron partidores de 60 nucleétidos (partidores
“X_H1+P1” y “X_H2+P2” en la Tabla 3) cuyos extremos 5’ contienen 40 nucledtidos
idénticos a la regidn que flanquea al gen o region gendmica que se desea mutar. Por
su parte, el extremo 3’ de los partidores posee 20 nucleétidos que hibridan con los
extremos 5’ y 3’ del cassette de resistencia a antibiotico que contiene el gen aph (que
codifica la enzima aminoglicésido 3’ fosfotransferasa que otorga resistencia a Kan),
flanqueado por los sitios FRT (Flp recombinase target sequence) dentro del
plasmidio pCLF4 (GenBank EU629214). Con estos partidores, se amplifico la region
del cassette de resistencia a antibiético del plasmidio pCLF4 siguiendo el protocolo

seflalado a continuacion:

Protocolo de amplificacion por PCR (50 pL)
Reactivos Volumenes (uL) Concentracion
Solucién amortiguadora 10X 5 1X
MgCl, (50 mM) 15 1,5mM
dNTPs 50X (10 mM cada uno) 1 0,2 mM
Partidor “X_H1+P1” 10 uM 1 0,2 uM
Partidor “X_H2+P2” 10 uM 1 0,2 uM
Taq DNA polimerasa (5 U/uL) 0,3 1,5 Ulreaccion
DNA (pCLF4) 0,5 -
H,O libre de nucleasas 39,7 -
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El programa de amplificacion fue el siguiente:

Programa de PCR
Temperatura | Tiempo | Ciclos
95°C 3 min 1
95°C 30 seg
55°C 30 seg 30
72°C 2 min
72°C 2 min 1
4°C o -

El fragmento amplificado se analiz6 mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1% en solucibn amortiguadora TAE 1X tefiido con GelRed. La
electroforesis se realiz6 a 100 V durante 30 min. Una vez verificado el peso
molecular del amplicon (~1.500 pb), se purific6 usando el sistema comercial

“QIAquick PCR Product Purification Kit” (Qiagen), segun el protocolo del fabricante.

5.11.2.- Preparacion de bacterias electrocompetentes y transformacién con
DNA plasmidial

Para obtener bacterias electrocompetentes, se cultivd S. Typhimurium 14028s
en caldo LB a 37°C con agitacion durante toda la noche. A partir de este cultivo, se
realiz6 una dilucion 1:50 en el mismo medio y se cultivé a 37°C con agitacién hasta
alcanzar una DOgoonm de 0,4-0,6. Luego, las bacterias se centrifugaron a 3.420 x g
(6.000 rpm) durante 5 min a 4°C. El sobrenadante se descart6 y el sedimento
obtenido se resuspendi6 en 30 mL de glicerol 15% estéril y frio. La suspension
bacteriana se centrifugd nuevamente, se descartd el sobrenadante y el sedimento se
resuspendié en 30 mL de glicerol 15% estéril y frio. Este proceso de centrifugacion y
lavados se repitié 3 veces. Finalmente, el sedimento se resuspendié en ~500 uL de

glicerol 15% estéril y frio.

En esta tesis, la cepa S. Typhimurium 14028s se transformé con el plasmidio
pKD46, que tiene clonados los genes que codifican las subunidades de la
recombinasa Red del fago A bajo el control del promotor Paasap, inducible por

L-arabinosa. Ademas, este plasmidio otorga resistencia a Amp que permite
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seleccionar las colonias transformadas. Para obtener células transformadas, se
mezclaron 95 pL de bacterias electrocompetentes con 1 pL del plasmidio pKD46
purificado y se electropord utilizando un equipo “E. coli Pulser” (BioRad) a un voltaje
de 1,8 kV en cubetas con 0,1 cm de separacion entre los electrodos. Inmediatamente
después de electroporar, se agregaron 900 pL de caldo LB en la cubeta y se incubo
a 37°C durante 1 h. Las bacterias se sembraron en placas de agar LB suplementado

con Amp y se incubaron a 30°C durante toda la noche.
5.11.3.- Mutagénesis por intercambio alélico con productos de PCR

Colonias de S. Typhimurium 14028s transformada con pKD46 se crecieron en
caldo LB suplementado con Amp a 30°C con agitacion durante toda la noche. A partir
de este cultivo, se realiz6 una dilucién 1:50 en el mismo medio y se cultivd hasta
alcanzar una DOgponm de 0,6. En este punto, se agregd L-arabinosa al cultivo hasta
alcanzar una concentracion final de 10 mM para inducir la expresion de la
recombinasa Red. Luego de 1 h de incubaciéon a 30°C con agitacion, se prepararon

bacterias electrocompetentes como se describio en la seccion 5.11.2.

Para la obtencion de una mutante en particular, se mezclaron 95 pL de
bacterias electrocompetentes con 20 pL de producto de PCR previamente dializado
en membrana de nitrocelulosa. Luego, las bacterias se electroporaron utilizando un
equipo “E. coli Pulser” (BioRad) a un voltaje de 1,8 kV en cubetas con 0,1 cm de
separacién entre los electrodos. Inmediatamente después de electroporar, se
agregaron 900 pL de caldo LB en la cubeta y se incubé a 37°C durante 1 h. Las
bacterias se sembraron en placas de agar LB suplementado con Kan y se incubaron

a 37°C durante toda la noche.
5.11.4.- Verificacion de las mutantes obtenidas

Para verificar la correcta insercion del cassette de resistencia a antibiotico en
el cromosoma durante la mutagénesis, se realizd6 un PCR de colonias utilizando
partidores que hibridan con regiones externas al sitio de insercion. Como DNA
templado, se utilizd una colonia resuspendida en 100 pL de agua estéril libre de

nucleasas. El protocolo de amplificacion fue el siguiente:
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Protocolo de amplificacién por PCR (20 pL)
Reactivos Volumenes (uL) Concentracién
Solucién amortiguadora 5X 4 1X
MgCl, (25mM) 1,6 2 mM
dNTPs 50X (10 mM cada uno) 0,4 0,2 mM
Partidor “X_Out3” (10 pM) 0,4 0,2 uyM
Partidor “X_Out5” (10 puM) 0,4 0,2 uyM
GoTag DNA polimerasa (5 U/uL) 0,2 1 Ulreaccion
DNA 2 -
H,O libre de nucleasas 11 -

El programa de la reaccion de PCR se realizo de la siguiente manera:

Programa de PCR
Temperatura | Tiempo | Ciclos
95°C 3 min 1
95°C 30 seg
55°C 30 seg 30
72°C 2 min
72°C 2 min 1
4°C o0 -

El fragmento amplificado se analiz6 mediante electroforesis en un gel de
agarosa 1% en solucién amortiguadora TAE 1X tefiido con GelRed. La electroforesis

se realiz6 a 100 V durante 30 min.
5.12.- Transduccion de alelos mutantes en S. Typhimurium 14028s

Se utilizé el bacteriéfago P22 HT105-1 int-201 para movilizar el alelo mutante
presente en cada mutante generada por el método de Red-swap a un background
genético limpio mediante transduccién generalizada (Maloy, 1990), como se describe

a continuacion.
5.12.1.- Preparacién del lisado del fago P22

Se creci6 la cepa mutante de S. Typhimurium 14028s en caldo LB
suplementado con Kan a 37°C con agitacion durante toda la noche. A partir de este
cultivo se tomaron 200 pL y se mezclaron con 1 mL de P22 broth (0,1 mL de fago
P22 HT int en 2 mL medio minimo E 50X esterilizado con cloroformo suplementado

con 1 mL de glucosa al 20%). La mezcla se incubo a 37°C con agitacion durante toda
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la noche. Al lisado obtenido se le agregaron 100 pL de cloroformo, se agitd
vigorosamente usando un Vortex y luego se centrifugé a 13.000 rpm durante 1 min.
Se recupero el sobrenadante y se le agregaron 50 puL de cloroformo. Este lisado se

almacen6 a 4°C para su uso posterior.
5.12.2.- Transduccién

Se creci6 la cepa S. Typhimurium 14028s en caldo LB a 37°C con agitaciéon
durante toda la noche. Para la transduccion, se mezclaron 200 pL de este cultivo con
5 uL de lisado obtenido a partir de una mutante particular y se incub6 durante 30 min
a 37°C sin agitacion. De igual manera, se realizaron los controles negativos para el
protocolo de transduccién: un control sin bacteriéfago (100 pL de cultivo de la cepa
receptora sin lisado) y un control sin bacteria (100 pL de lisado). Luego de la
incubacion, se sembraron 100 pL de la transduccién y sus controles en placas de
agar LB suplementado con Kan y se incubaron a 37°C durante toda la noche.

5.12.3.- Seleccién de transductantes

Para obtener una cepa sin contaminacién con particulas del fago P22, las
bacterias transductantes seleccionadas se aislaron reiteradamente en placas de agar
EBU (agar LB suplementado con K;HPO, 2,5 g/L, azul de Evans 12,5 mg/L, uranina
25 mg/L y glucosa 2 g/L) hasta obtener colonias sin evidencia de lisis producto del
fago P22 (colonias blancas). Para confirmar la ausencia de fago P22 en las colonias
aisladas, se determiné su sensibilidad al bacteri6fago litico P22 H5 en un ensayo de
cross streaking. Esto se realiz6 trazando una linea a lo largo de una placa de agar
EBU con 50 pL de lisado del fago P22 H5. Luego que el lisado se secd sobre la
superficie del agar, se sembraron las transductantes a analizar de manera
perpendicular al fago sembrado y se incubé a 37°C toda la noche. Finalmente, se
seleccionaron las transductantes cuyo crecimiento se vio interrumpido en presencia
del fago P22 H5.
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5.13.- Ensayos de competencia in vitro entre cepas de S. Typhimurium en
macrofagos murinos RAW264.7 y D. discoideum AX4

5.13.1.- Condiciones generales

El dia anterior a los ensayos, la cepa silvestre y las cepas mutantes de
S. Typhimurium se crecieron en caldo LB y LB suplementado con Kan,
respectivamente, y se incubaron a 37°C con agitacion durante toda la noche. Previo
a la infeccion, las bacterias crecidas se centrifugaron a 3.420 x g (6.000 rpm) durante
5 min a 4°C y se lavaron 2 veces con PBS 1X o solucion amortiguadora Soerensen
1X, segun correspondiera. Tanto los macrofagos murinos como las amebas se
infectaron con una mezcla 1:1 de cultivos de la cepa silvestre y de una mutante

particular de S. Typhimurium.
5.13.2.- Ensayo de competencia in vitro en macréfagos RAW264.7

Los ensayos se realizaron de manera similar al ensayo de proteccion a
gentamicina descrito en la seccion 5.7, considerando algunas modificaciones. Se
infectaron ~2 x 10° células crecidas en placas de 48 pocillos con 100 uL de la mezcla
1:1 de la cepa silvestre y la mutante a evaluar, usando una MOI de 50
bacterias/célula. Luego de 45 min de infeccion, las células se lavaron con PBS 1Xy
se incubaron con 200 yL de DMEM suplementado con Gen (200 pg/mL) durante 1 h
a 37°C. Las células se lavaron nuevamente con PBS 1X y se lisaron con 100 yL de
DOC 0,5% para recuperar las bacterias intracelulares a distintos tiempos de infeccion
(0, 6 y 20 h). A tiempos largos de infeccién, las células infectadas se mantuvieron en
200 pL de DMEM suplementado con Gen (20 pg/mL) a 37°C durante 6 o 20 h.
Finalmente, se determinaron las UFC correspondientes a las bacterias usadas para
infectar (muestras input) y a las bacterias intracelulares recuperadas (muestras
output) mediante dilucion seriada en PBS 1X y posterior siembra en placa de agar LB
(bacterias totales) y agar LB suplementado con Kan (cepas mutantes). Las placas se
incubaron a 37°C durante toda la noche. En paralelo, se determin6é el nimero de
células viables en cada tiempo de infeccion mediante tincion con azul de tripan y

recuento en camara de Neubauer.
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5.13.3.- Ensayo de competencia in vitro en D. discoideum

Previo a la infeccién, las bacterias lavadas con solucibn amortiguadora
Soerensen 1X se resuspendieron en 1/5 del volumen inicial del cultivo. Por otra
parte, las amebas se centrifugaron a 200 x g durante 5 min a 23°C y se lavaron 2
veces con solucion amortiguadora Soerensen 1X. El sedimento de amebas se
resuspendié en la misma solucion amortiguadora en un 1/5 del volumen inicial del

cultivo.

Para la infeccién, ~2 x 10° amebas se co-incubaron con la mezcla 1:1 de la
cepa silvestre y la mutante a evaluar, usando una MOI de 100 bacterias/célula.
Luego de 1 h de co-incubacion a 23°C con agitacion, las células se centrifugaron a
200 x g durante 5 min a 23°C y se lavaron 3 veces con solucibn amortiguadora
Soerensen 1X con el fin de eliminar las bacterias extracelulares. El sedimento se
resuspendié en 10 mL de solucion amortiguadora Soerensen y se dejé incubando a
23°C con agitacion hasta los distintos tiempos de infeccion (0, 3 y 6 h). Para obtener
el recuento de bacterias, a 100 pL de la suspension de células infectadas se le
agregaron 100 pL de solucion amortiguadora Soerensen 1X suplementado con Gen
(10 pg/mL) y se centrifugd a 200 x g durante 5 min a 23°C. El propdésito de esta etapa
fue eliminar las bacterias extracelulares remanentes. Luego, se descartaron 180 pL
del sobrenadante y el sedimento se homogeneizd con 80 pL de solucién Soerensen
1X. Las células se centrifugaron a 200 x g durante 5 min a 23°C, se eliminaron 80 pL
de sobrenadante y los 20 pL restantes se lisaron agregando 80 uL de Triton X-100 al
0,2% para liberar las bacterias intracelulares. Se realizé una dilucién seriada en PBS
1X de los lisados obtenidos en cada tiempo y se sembraron alicuotas de estas
diluciones en placas de agar LB (bacterias totales) y agar LB suplementado con Kan
(cepas mutantes). Las placas se incubaron a 37°C durante toda la noche. En
paralelo, se determind el nUmero de amebas viables en cada tiempo mediante tincién

con azul de tripan y recuento en camara de Neubauer.
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5.13.4.- Expresion de resultados y andlisis estadistico

Las UFC de cada mutante se expresaron como valores relativos a las UFC de
la cepa silvestre en cada tiempo de infeccion (0, 6 y 20 h en macrofagosy 0, 3y 6 h
en la ameba). De esta manera, se calcul6 el indice de Competencia (IC) para la

internalizacion y la supervivencia de acuerdo a la siguiente formula:

IC = [UCFmutante / UFCsiIvestre]_M
[UCqutante / UFCsiIvestre] Inicial

El IC para la internalizacion se calcul6 considerando como razon de UFC
inicial a las bacterias presentes en el inéculo y como razén de UFC final a las
bacterias intracelulares recuperadas al tiempo 0 h. Para el IC de la supervivencia
intracelular se consideré como razén de UFC inicial a las bacterias recuperadas al
tiempo O h y como razén final a las bacterias intracelulares recuperadas a los

tiempos 3, 6 y 20 h post-infeccion.

Finalmente, los valores de IC fueron expresados como logaritmo en base 10

(Logio) Yy se interpretaron de acuerdo a los siguientes criterios:

- Logio(IC) < 0, indica que la cepa mutante sobrevive/invade menos que la cepa

silvestre.
- Logio(IC) = 0, indica que la cepa mutante se comporta como la cepa silvestre.

- Logio(IC) > 0, indica que la cepa mutante sobrevive/invade mas que la cepa

silvestre.

La significancia estadistica se determiné a partir de 3 0 mas réplicas bioldgicas

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

6.1.- Ensayos de proteccion a gentamicina en macrofagos murinos RAW264.7
usando la genoteca SGD-K de S. Typhimurium

Se realizaron cinco ensayos de proteccion a gentamicina en macrofagos
murinos RAW264.7 usando la genoteca de mutantes SGD-K de S. Typhimurium
14028s, como se describio en la seccion 5.7 de Materiales y Métodos. Se
seleccionaron las muestras correspondientes a tres ensayos que cumplieran con los
siguientes criterios: (i) presentar una MOI cercana a 10 bacterias/célula y (ii) que en
cada ensayo la cobertura representara al menos 10 veces la complejidad de la
genoteca (~3700 mutantes). La cobertura se define como el nimero de veces que se
encuentra representado el nimero total de mutantes distintas que componen la
genoteca (complejidad) en la poblacion final de bacterias recuperadas. Es decir, la
cobertura corresponde a las UFC totales finales de cada tiempo dividido por las
~3.700 mutantes en la genoteca. Este criterio se establecié con el fin de definir la
pérdida al azar de mutantes producto de un “cuello de botella biolégico” durante la
infeccion. En la Tabla 4 se muestran los valores de MOI y cobertura de las muestras
obtenidas a distintos tiempos de infeccion. En todos los ensayos se lograron valores
de cobertura superiores a 100X, indicando que cada mutante de la genoteca estaria
representada al menos 100 veces en la poblacién total de bacterias recuperada en

cada tiempo de infeccion.

En cada uno de los ensayos se infectaron ~4 x 10° células con una alicuota de
la genoteca de mutantes SGD-K. A los distintos tiempos de infeccién (0, 6 y 20 h) se
determinaron las bacterias intracelulares totales (Figura 7A) y el recuento de
macréfagos viables de cada muestra (Figura 7B). Como se observa en la Figura 7A,
la poblacion bacteriana total obtenida en las tres réplicas bioldgicas fluctué entre
4 x 10°y 5 x 10° UFC. Por otra parte, la poblacién de macréfagos viables totales se
mantuvo constante durante todos los tiempos de infeccion (Figura 7B), indicando
gue las mutantes de S. Typhimurium presentes en la genoteca SGD-K no causaron

la muerte de los macréfagos en los distintos ensayos realizados.
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Tabla 4. Datos de infecciones mediante ensayos de proteccion a gentamicina en macrofagos
murinos RAW264.7 con la genoteca de mutantes SGD-K de S. Typhimurium.

Réplica MOI Tiempo (h) Cobertura
0 342X
1 4 6 712X
20 1261X
0 288X
2 5 6 149X
20 126X
0 297X
3 70 6 270X
20 318X

Resultados obtenidos de 3 réplicas de ensayos de infeccion. Los valores de MOI se expresaron como
las UFC totales/macréfagos viables en cada tiempo de infeccion. La cobertura fue expresada como las
UFC totales, divididas por la complejidad de la genoteca (~3.700 mutantes).
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Figura 7. Ensayos de proteccion a gentamicina en macr6fagos RAW264.7 con la genoteca de
mutantes SGD-K de S. Typhimurium. Resultados obtenidos de tres réplicas bioldgicas. (A) Bacterias
intracelulares totales obtenidas a las 0, 6 y 20 h post-infeccién. (B) Macréfagos viables totales
obtenidos a las 0, 6 y 20 h post-infeccion.

6.2.- Construccién de genotecas para secuenciacion masiva de DNA genémico

mediante el sistema MiSeq de lllumina

En nuestro laboratorio se disefid un protocolo para amplificar la region
adyacente al sitio de insercién del cassette de Kan® presente en cada mutante de la

genoteca SGD-K. Como se observa en la estructura de las mutantes (Figura 8), las
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secuencias P1y P2 corresponden a regiones comunes que estan presentes en todas
las mutantes, mientras que las secuencias H1 y H2 corresponden a las regiones
variables adyacentes al sitio de la mutacion. Estas udltimas son dnicas y
caracteristicas para cada mutante. Por lo tanto, la identificacion de la region variable
(tanto por su extremo 5 como por su extremo 3’) permite identificar la mutante

correspondiente en las diferentes poblaciones.

4 A p N
77
FRT aph FRT
H_J H_J
H1 P1 P2 H2
. J J
“H1”: Region amplificada para “H2”: Region amplificada para
generar genotecas de secuenciacion generar genotecas de secuenciacion
representativas del extremo representativas del extremo
izquierdo (o 5°) de cada mutante. derecho (o 3’) de cada mutante.

Figura 8. Esquema de la estructura de las mutantes presentes en la genoteca SGD-K y regiones
utilizadas para generar una genoteca para secuenciacion masiva. FRT: flipase recombinase
target (secuencias de reconocimiento de la recombinasa Flp). aph: aminoglicésido 3’-fosfotransferasa
(gen que confiere resistencia a kanamicina). P;: promotor reconocido por la RNA polimerasa del fago
T7.

El protocolo para generar las genotecas para secuenciacion masiva consistio
inicialmente en extraer gDNA de cada muestra y evaluar su concentracion e
integridad. Como se muestra en la Tabla 5, la concentraciéon de gDNA fue similar en
todas las muestras, lograndose cantidades suficientes para el siguiente paso del
protocolo. Respecto a la integridad, en ninguna de las muestra se observé
degradacion de DNA luego de la extraccién. Como referencia, en la Figura 9A
(primer carril) se puede observar una muestra representativa de gDNA extraido a

partir de una de las muestras.
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Tabla 5. Pureza y concentracion de las muestras de gDNA obtenidas.

Muestras AzeolAzgo [gDNA] ng/uL

Ainput 1,564 147
A0 1,827 328

A6 1,848 237,5

A20 1,822 333,5

B input 1,790 217,5

BO 1,825 328,5
B6 1,774 353
B20 1,771 278
Cinput 1,747 249
Co 1,765 361

C6 1,740 284,5
C20 1,758 312

Tabla resumen que muestra valores de pureza (Axso/Azg0) ¥ concentracion de las muestras de gDNA
obtenidas a partir de las poblaciones input y output recuperadas a las 0, 6 y 20 h post-infeccién desde
tres réplicas biolégicas del ensayo de proteccién a gentamicina en macréfagos RAW?264.7 con la
genoteca de mutantes SGD-K.

El gDNA de cada muestra se digiri6 con la enzima de restriccion Acil,
obteniéndose una poblacion de tamafios que fluctuaron entre los 50 y 700 pb (Figura
9A, carril 3). Posteriormente, se ligaron los oligonucleotidos adaptadores “Adapter
CG-end” e “lllumina_index TGACCT” a ambos extremos de las muestras digeridas
usando la enzima T4 DNA ligasa. Estos adaptadores contienen secuencias
requeridas para las siguientes etapas de amplificacion mediante PCR vy
secuenciacion (P7). Al ligar los adaptadores, el tamafio de los fragmentos de gDNA
digeridos aumenté en ~50 pb, lo que resulté en un leve retardo en la movilidad
electroforética de éstos (Figura 9A, carril 4). Cada una de las muestras ligadas se

purificé para eliminar los adaptadores no ligados.

Posteriormente, se amplificaron las muestras ligadas como se describe en la
seccion 5.8.4 de Materiales y Métodos. Usando el partidor “PCR Primer 2.0” y los
partidores de la serie “‘SGD 5end code X”, se amplificaron las secuencias
adyacentes al extremo 5’ del cassette de Kan® (regiones H1). Por otra parte, usando

el partidor “PCR Primer 2.0” y los partidores de la serie “SGD Index_7nt_ X" se
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amplificaron las secuencias adyacentes al extremo 3’ del cassette de Kan® (regiones
H2). En esta primera reaccion de PCR se realizaron sélo 10 ciclos de amplificacién
para no alterar la proporcion de moléculas amplificables en cada muestra. En la
Figura 9B se observa el producto de amplificacion de la primera reaccion de PCR de
una muestra representativa (carril 2), junto a sus respectivos controles (carriles 3 y
4). En el carril 3 se muestra el control negativo sin tag DNA polimerasa y en el carril 4
se muestra el control negativo sin DNA. Los productos amplificados se purificaron

para eliminar el exceso de partidores remanentes.

En la segunda reaccion de PCR, se utiliz6 el producto de la primera
amplificacion como templado junto a los partidores “PCR Primer 2.0" e
“lllumina_multiplex-forward” que contiene la secuencia P5 necesaria para la
secuenciacion. En esta segunda reaccion de amplificaciéon soélo se realizaron 13
ciclos de amplificacion para no alterar la proporcion de moléculas amplificables en la
muestra. De esta forma, el proceso completo de amplificacion contemplé un total de
23 ciclos. En la Figura 9C se muestra el producto de amplificacién de la segunda
reaccion de PCR de una muestra representativa (carril 2), junto a sus respectivos
controles (carriles 3, 4, 5 y 6). En el segundo carril se observa el patrén de
amplificacion donde aparece una banda inespecifica de menor tamafio (~90 pb)
generada por la amplificacion entre partidores. Para eliminar esta banda, cada
muestra fue purificada desde un gel preparativo al 2% y se analizaron 3 pL de cada
muestra purificada en un nuevo gel de agarosa. De manera adicional, como control
de especificidad se utilizé gDNA ligado como templado para la segunda reaccion de
PCR. Como se muestra en el carril 5 de la Figura 9C, en presencia de gDNA ligado
no hubo amplificacién. Esto nos indica que los partidores utilizados en la segunda
reaccion de PCR son especificos para hibridar con el producto generado en la
primera reaccion de PCR. Las genotecas para secuenciacion generadas se

secuenciaron mediante el sistema MiSeq de lllumina.
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Figura 9.- Geles representativos de las distintas etapas del protocolo de generacion de
genotecas para secuenciacidn. Las imagenes corresponden a electroforesis en geles de agarosa al
2% en solucién amortiguadora TAE 1X de productos representativos del tratamiento de muestras de
gDNA obtenidas de una condicién experimental. En el panel (A) se muestra el producto de extraccién
de gDNA, digestion y la posterior ligacion del mismo producto. En el panel (B) se muestran los
resultados de la primera amplificacién por PCR y en el panel (C) los de la segunda amplificaciéon por
PCR, usando como templado los productos de la primera reaccién y gDNA ligado. Los geles fueron
tefiidos con GelRed y visualizados sobre un transiluminador UV. Estdndares de peso molecular
utilizados: “1 kb DNA Ladder”, “100 pb DNA Ladder” y “Low Weight DNA Ladder” (New England
BioLabs).

43



6.3.- Secuenciacion masiva de las genotecas y analisis de datos generados

Los fragmentos generados en las genotecas para secuenciacion contienen
secuencias informativas adyacentes al sitio de la mutacién (ya sea por el extremo 5’
o por el extremo 3’ del cassette de Kan®) que permiten la identificacién de cada
mutante en las distintas muestras. Mediante la secuenciacion masiva de estas
genotecas se esperaba obtener un conjunto de secuencias que representen regiones
discretas del genoma de S. Typhimurium. Como resultado de la secuenciacion, se
obtuvieron 11.483.984 lecturas totales que fueron mapeadas contra el genoma de
S. Typhimurium 14028s. La estrategia de mapeo consistio en crear una base de
datos que contenia las coordenadas de mapeo de las lecturas totales obtenidas y de
las secuencias H1 y H2 tedricas de cada mutante en el genoma de S. Typhimurium
14028s. Al comparar estas coordenadas, se observo que la mayoria de las lecturas
secuenciadas no contenian las secuencias H1 y H2. De éstas, aproximadamente un
2,5% de las lecturas secuenciadas incluian alguna de las secuencias variables H1 o
H2. Por lo tanto, mas del 95% de todas las lecturas secuenciadas no correspondian

a la region adyacente del sitio de insercion del cassette de Kan®.

Este mismo fendbmeno se observé con los datos de secuenciacion de las
muestras obtenidas en ensayos de infeccion de la ameba D. discoideum con la
genoteca SGD-K (Tesis de Magister de Sebastian Riquelme, 2016). Estas genotecas
para secuenciacibn se generaron mediante el mismo protocolo descrito
anteriormente. En este caso, sélo el 1.9% de las lecturas secuenciadas totales
(10.553.788 lecturas) contenian las secuencias variables H1 y H2. De esta manera,
se obtuvieron pocas secuencias informativas que permitieran la comparacion entre

ambos modelos.

Con el fin de determinar si el problema se generd durante el proceso de
construccion de las genotecas para secuenciacion, se verifico que las lecturas
secuenciadas tuvieran las secuencias de referencia P1 y P2 (regiones constantes
gue deben estar presentes en todas las mutantes). Se observo que sélo un 2% de
las lecturas secuenciadas contenian las regiones P1 y P2, confirmando que un muy

bajo porcentaje de las secuencias obtenidas contenian las secuencias requeridas

44



para identificar las mutantes. Por lo tanto, la obtencion de un bajo porcentaje de
secuencias informativas indicaria que ocurrieron amplificaciones inespecificas
durante el proceso de generacion de las genotecas para secuenciacion. Por otra
parte, al comparar la abundancia relativa de lecturas que contenia el extremo H1 0 5°
en las distintas poblaciones recuperadas desde macréfagos y ameba, se observo
que la mayoria de las mutantes presentaron una abundancia relativa similar en
ambos modelos, indicando que posiblemente no ocurrio seleccion de las mutantes
durante el proceso infectivo o que el protocolo de amplificacibn no permitio
determinar diferencias en la composicion de las poblaciones de mutantes
recuperadas a distintos tiempos de infeccion. Ademas, al observar las regiones
donde mapeaban las lecturas secuenciadas, se descubri6 que varias lecturas
mapeaban en regiones internas de los genes y no mapeaban en la regidn adyacente

al sitio de insercion.

De esta manera, la base de datos generada mediante la secuenciacion masiva
de muestras de la genoteca SGD-K no nos permiti6 obtener informacion a gran
escala sobre los genes de S. Typhimurium involucrados en la supervivencia
intracelular en macréfagos RAW264.7 y en la ameba D. discoideum. Dentro de las
opciones para solucionar este problema, finalmente se decidié trabajar con una
genoteca que contenia ~230.000 mutantes por insercion al azar de un derivado del
transposon Tn5 en S. Typhimurium 14028s. Esta genoteca fue utilizada en ensayos
de infeccidn simple e infecciones sucesivas en D. discoideum, dando como resultado
una buena cantidad de datos que permitié identificar un conjunto de genes de
S. Typhimurium requeridos para sobrevivir dentro de la ameba (Memoria de Titulo de

Bioquimico de Bayron Labra, 2018).

6.4.- Ensayos de proteccién a gentamicina en macrofagos murinos RAW264.7
usando una genoteca de mutantes por insercién al azar de un derivado del

transposén Tn5 en S. Typhimurium

Se realizaron 6 ensayos de proteccién a gentamicina en macréfagos murinos
RAW264.7 con la genoteca de mutantes por transposicion, siguiendo el protocolo de

infeccion descrito en la seccién 5.9 de Materiales y Métodos. De estos ensayos, se
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seleccionaron 4 que correspondieron a 3 ensayos simples y un ensayo de infeccién
sucesiva, en el cual se ocup6 como muestra input la poblacion de bacterias
recuperadas a las 20 h post-infeccion del ensayo C. Estos ensayos se seleccionaron
en base a los mismos criterios de infeccion establecidos anteriormente (seccion 6.1).
En la Tabla 6 se muestran los valores de MOI y cobertura de las muestras obtenidas
a distintos tiempos de infeccidon. En todas las réplicas se logré obtener coberturas
superiores a la minima requerida para los analisis posteriores (10X), considerando la
complejidad de la genoteca (~230.000 mutantes). Esto nos indica que cada mutante
de la genoteca estaria representada al menos 10 veces en la poblacion total de
mutantes recuperada en cada tiempo de infeccion.

Tabla 6. Datos de infecciones mediante ensayos de proteccion a gentamicina en macrofagos
murinos RAW264.7 con la genoteca de mutantes de S. Typhimurium por transposicion.

Réplica MOI Tiempo (h) Cobertura

0 88X

A 62 6 17X
20 13X

0 79X
B 51 6 101X
20 20X

0 98X

C 51 6 45X
20 51X

0 51X

D 38 6 48X
20 39X

Resultados obtenidos de 3 réplicas de ensayos de infeccién simples (réplicas A, B y C) y una réplica
de infeccidn sucesiva (réplica D). Los valores de MOI se expresaron como las UFC totales/macréfagos
viables en cada tiempo de infeccién. La cobertura fue expresada como las UFC totales alas 0, 6 y
20 h post-infeccién, divididas por la complejidad de la genoteca (~230.000 mutantes).

En cada uno de los ensayos se infectaron ~2 x 10’ células con una alicuota de
la genoteca. A los distintos tiempos de infeccion (0, 6 y 20 h) se determinaron las
bacterias intracelulares totales (Figura 10A) y el recuento de macrofagos viables de

cada muestra (Figura 10B).
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Figura 10. Ensayos de proteccion a gentamicina en macréfagos RAW264.7 con la genoteca de
mutantes por insercion al azar de un derivado del transposén Tn5 en S. Typhimurium.
Resultados obtenidos de 3 réplicas biolégicas de ensayos simples (réplicas A, B y C) y una réplica de
un ensayo sucesivo (réplica D). (A) Bacterias intracelulares totales recuperadas a las 0, 6 y 20 h
post-infeccion. (B) Macréfagos viables totales obtenidos a las 0, 6 y 20 h post-infeccion.

Como se observa en la Figura 10A, en los ensayos simples la poblacion de
bacterias disminuy6 levemente a tiempos largos de infeccién (réplicas A, B y C). Sin
embargo, en el ensayo de infeccion sucesiva (réplica D) se puede observar que la
poblacién internalizada se mantuvo contante en todos los tiempos estudiados.
Adicionalmente, se realizé un segundo ciclo de infeccion sucesiva a partir de las
bacterias intracelulares recuperadas a las 20 h post-infecciébn en la réplica D.
Desafortunadamente, fue imposible recolectar bacterias intracelulares a las 6 y 20 h
post-infeccion debido a que la mayoria de los macrofagos se encontraban dafiados o
muertos, observandose una gran cantidad de bacterias extracelulares en el medio.
Por otro lado, en la Figura 10B se observa que la poblacion de macréfagos tiende a
disminuir a las 6 h post-infeccion, pero esta poblacidbn se mantiene constante a

tiempos largos de infeccion.
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6.5.- ldentificacion global de mutantes de S. Typhimurium que presentan
defectos en la supervivencia intracelular en macrofagos murinos RAW264.7

Para identificar aquellas mutantes de S. Typhimurium que presentaron
defectos en la supervivencia intracelular en macréfagos murinos, se analizaron las
poblaciones de mutantes de las muestras input y output obtenidas a las 0, 6 y 20 h
post-infeccion en las distintas réplicas. Inicialmente, las bacterias intracelulares
recuperadas se crecieron en caldo LB a 37°C con agitacion durante toda la noche. A
partir de estos cultivos se extrajo gDNA y se evaludé su pureza, concentracién e
integridad de todas las muestras obtenidas (Tabla 7 y Figura 11). Como se observa
en la Tabla 7, se obtuvieron grados de pureza y concentraciones de gDNA similares
en todas las muestras. De igual manera, en la Figura 11 se observa que no hubo
degradacion de gDNA durante el proceso de extraccién en ninguna de las muestras

analizadas.

Tabla 7. Purezay concentraciéon de las muestras de gDNA obtenidas.

Muestras Aseol Asgo [gDNA] ng/mL
A input 1,780 251
AOQ 1,893 159
A6 1,821 248,5
A20 1,847 265
B input 1,806 261
BO 1,835 183,5
B6 1,701 267
B20 1,785 174
Cinput 1,805 241
CO 1,817 243,5
C6 1,845 243,5
C20 1,790 239
D input 1,758 269
DO 1,835 238,5
D6 1,810 276
D20 1,793 165

Tabla resumen que muestra valores de la pureza (A,s0/A2g0) Y concentracion de las muestras de gDNA
obtenidas a partir de las poblaciones input y output recuperadas a las 0, 6 y 20 h post-infeccion. A,
réplica 1; B, réplica 2; C, réplica 3; D, ensayo de infecciones sucesivas.
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Figura 11. Integridad de las muestras de gDNA obtenidas. Electroforesis en gel de agarosa al 1%
en solucion amortiguadora TAE 1X de muestras de gDNA. Se cargaron 3 pL de cada muestra
mezclados con 3 pL de buffer de carga 2X y se realizé la electroforesis a 100 V durante 25 minutos. El
primer carril muestra el estdndar de peso molecular de 1 kb y los carriles siguientes corresponden a
las muestras de gDNA de todos los ensayos. A, réplica 1; B, réplica 2; C, réplica 3; D, ensayo de
infeccién sucesiva.

Gracias a una colaboracion de nuestro grupo con el Dr. Michael McClelland de
la Universidad de California en Irvine, CA, USA, las muestras de gDNA fueron
amplificadas mediante PCR para generar genotecas para secuenciacion, las que se
secuenciaron mediante el sistema HiSeq de lllumina. El proceso de amplificacién
consistié en enriquecer cada poblacién de fragmentos en secuencias informativas
dadas por los codigos de barra o barcodes presentes en ambos extremos del
transposén. Para amplificar estas regiones, se utilizaron partidores que incorporaron
las secuencias necesarias para el proceso de secuenciacion. La secuenciacion
masiva de todas las muestras generadas nos permitié identificar los barcodes
presentes en cada mutante de cada poblacion. Para poder determinar a qué mutante
correspondia cada barcode, los fragmentos secuenciados se mapearon contra una
base de datos que contenia los barcodes asociados al gen mutado de
S. Typhimurium 14028s y a la posicion de la insercion correspondiente.

Las lecturas obtenidas para cada mutante fueron analizadas como se
describio en la seccion 5.10.1 de Materiales y Métodos. Para identificar las mutantes
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de S. Typhimurium que presentaron defectos en la supervivencia intracelular en
macréfagos luego de 6 h de infeccidn, se calculd el Logx(Te/To) de las lecturas
correspondientes a las poblaciones recuperadas a las 0 y 6 h post-infeccion,
normalizados por el total de lecturas obtenidas en cada tiempo (abundancia relativa).
Adicionalmente, se compararon las diferencias entre las 3 réplicas a To y T¢ mediante
la prueba estadistica t de Student. A partir de estos dos criterios, se consider6 bajo
seleccidon negativa a aquellas mutantes que presentaron un valor de Log,(Te/To) < -1
(es decir, que la abundancia relativa de una mutante a las 6 h disminuyera a la mitad
respecto a la abundancia relativa a las 0 h) y que este valor tuviera significancia
estadistica (P < 0,05). Con el fin de aumentar la estrictez del analisis, se considerd
como tercer criterio que los genes identificados mediante el analisis de los datos
presentaran al menos 3 mutantes (inserciones) independientes que cumplieran los

criterios anteriores.

De acuerdo a este analisis se determin6 que mutantes en 719 genes de
S. Typhimurium estarian bajo seleccion negativa, lo que sugiere que estos genes son
necesarios para la supervivencia intracelular en macréfagos murinos. El listado
completo de los genes de S. Typhimurium cuyas mutantes se encuentran bajo
seleccién negativa en macrofagos murinos RAW264.7 se muestra en la Tabla A de

la seccidén Anexos.

Los genes correspondientes a las mutantes identificadas fueron clasificados
segun las categorias funcionales asociadas a las proteinas que codifican, mediante
un analisis de Clusters of Orthologous Groups (COGSs) (Tatusov et al., 2000). En la
Figura 12 se puede observar que dentro de las categorias con mayor abundancia se
encuentran genes que codifican proteinas hipotéticas de funcién desconocida (315
genes), genes de metabolismo y transporte de aminoacidos (63 genes), genes de
metabolismo y transporte de carbohidratos (53 genes) y genes asociados a la
biogénesis de la envoltura, membrana y pared celular (38 genes). El andlisis de estos
datos mostro la pérdida de mutantes de genes que codifican proteinas involucradas
en el metabolismo de compuestos aromaticos (aroA y aroE), la biosintesis y

transporte de aminoacidos (gltB, gltD, gtlK, ilvB, ilvG, ilvD, leuC, thrB, thrC, proP,
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proV, aspA, avtA y yfbQ), el metabolismo de purinas (purC, purD, purK, purM y purN)
y el metabolismo de carbohidratos (pfkA, glpK, glpF, glpQ, glpB, manC), genes que
codifican reguladores globales que participan en la respuesta a estimulos externos
(barA, arcA y rcsC) y genes que codifican proteinas relacionadas con la biosintesis
del LPS (waal, waaZ, waaY, waal, waal, waaB, wbaP, wbaK, wbaM, wbaN, wbaC,
wbaD y wbaB).

También se identificd un grupo de genes codificados en islas de patogenicidad
conservadas en Salmonella, como SPI-1 (sprB, orgA, prgK, prgJ, prgH, hilD, hilA,
iagB, sptpB, sipA, sipC, sipB, sicA, spaR, spaP, spaO, invl, invF, invG, invE, invA,
invB e invH), SPI-2 (sseF), SPI-3 (sugR, misL, marT, cigR y mgtB) y SPI-5 (pipA y
pipD). Por otra parte, se identificaron genes asociados a estrés oxidativo (msrA) y
estrés nutricional (spoT y relA), genes asociados a reparacién del DNA (uvrD y mutL)
y genes relacionados con resistencia a péptidos antimicrobianos (pgtE).
Adicionalmente, se identificaron genes que codifican el sistema de secrecién de
proteinas Tat (tatB y tatC) y proteinas secretadas por este sistema (amiC y amiB).
Algunos de estos genes han sido reportados en la literatura como necesarios para la
supervivencia de Salmonella en macrofagos murinos y en modelos animales (Chan
et al., 2005; Silva-Valenzuela et al., 2015).
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@@ [C] Produccion y conversion de energia (36)

@l [D] Divisién celular y control del ciclo celular (3)

@@ [E] Metabolismo y transporte de aminoécidos (63)

@@ [F] Metabolismo y transporte de nucleétidos (13)

El [G] Metabolismo y transporte de carbohidratos (53)
@@ [H] Metabolismo y transporte de coenzimas (11)

[ [I] Metabolismo y transporte de lipidos (15)

@ [J] Traduccion, biogénesis y estructura ribosomal (15)
@@ [K] Transcripcion (31)

El [L] Replicacion, recombinacion y reparacion (16)

3 [M] Biogénesis de la envoltura, membrana y pared celular (38)
B8 [N] Motilidad celular (18)

== [O] Modificaciones post-traduccionales, recambio de proteinas
y chaperonas (27)

@@ [P] Metabolismo y transporte de iones inorganicos (24)

Bl [Q] Catabolismo, transporte y biosintesis de metabolitos secundarios (4)
[ [S, R, -] Funcion putativa o desconocida (314)

El [T] Mecanismos de transduccién de senales (18)

@ [U] Transporte vesicular, secrecion y trafico intracelular (9)

Total = 719 Bl [V] Mecanismos de defensa (6)

3 [X] Mobilomas: profagos y transposones (5)

Figura 12. Categorias funcionales de las proteinas codificadas por genes de S. Typhimurium
cuyas mutantes presentan seleccidon negativa en macréfagos murinos RAW264.7 luego de 6 h
post-infeccién.

De igual manera, se analizaron los datos de secuenciacion correspondientes
al tiempo 20 h considerando los mismos criterios de seleccion: Loga(T2/To) < -1;
P < 0,05 y que los genes identificados mediante el analisis de los datos presentaran
al menos 3 mutantes independientes que cumplieran estos criterios. De acuerdo a
este analisis, se determind que mutantes en 2.557 genes de S. Typhimurium estarian
bajo seleccion negativa siendo necesarios para la supervivencia intracelular en
macréfagos murinos luego de 20 h de infeccién. La gran cantidad de genes bajo
seleccién negativa (que en su totalidad representan mas del 50% de los genes de
S. Typhimurium) podria deberse a la formacion de un cuello de botella (“bottleneck”)
severo, donde la pérdida de mutantes en la poblacion se esté produciendo por
eventos estocasticos y no por una deficiencia en el fitness de las mutantes que le
impidan sobrevivir dentro de macrofagos (Santiviago et al., 2009). Por lo tanto, los
criterios de seleccion adoptados no serian lo suficientemente estrictos como para
diferenciar entre mutantes que se pierden al azar y mutantes que presentan un

defecto en su supervivencia producto de la ausencia del gen mutado a tiempos
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tardios de infeccion (20 h). Por otra parte, los resultados de la secuenciacion del
ensayo sucesivo (réplica D) presentaron el mismo problema, en donde muchas
mutantes se perdieron de la poblacion inicial producto de un posible cuello de botella
severo en todos los tiempos estudiados (0, 6 y 20 h). Por este motivo, s6lo se
utilizaron los datos obtenidos a las 6 h post-infeccion de los ensayos A, B 'y C para

los analisis posteriores.

6.6.- Analisis comparativo de mutantes de S. Typhimurium bajo seleccion

negativa en macrofagos murinos RAW264.7 y en la ameba D. discoideum

Una vez obtenida la base de datos con las mutantes de S. Typhimurium bajo
seleccién negativa en macréfagos murinos, se realizd un andlisis comparativo con
una base de datos con las mutantes bajo seleccion negativa en D. discoideum
(Memoria de Titulo de Bioquimico de Bayron Labra, 2018) para identificar un
conjunto comun de genes de S. Typhimurium requeridos para la supervivencia
intracelular en ambas células fagociticas. Para obtener los datos de mutantes bajo
seleccidn negativa en D. discoideum, se infectd la ameba con la misma genoteca de
mutantes de S. Typhimurium por insercion al azar de un derivado del transposon Tn5
utilizada en esta tesis. A partir de las muestras input (0 h) y output (6 h) se extrajo
gDNA para generar genotecas para secuenciacion que fueron secuenciadas
mediante el sistema HiSeq de Illumina. Los datos de la secuenciacién reportados en
la Memoria de Titulo de Bioquimico de Bayron Labra (2018) se analizaron de la
misma manera en la que se analizaron los datos obtenidos en macrofagos descrito
en la seccion 5.10.1 de Materiales y Métodos. Considerando los 3 criterios de
seleccibn antes mencionados, se determind que mutantes en 348 genes de
S. Typhimurium estarian bajo seleccion negativa en D. discoideum. Entre ellos, se
encontraron genes relacionado con el metabolismo y transporte de aminoacidos
(thrA, trpB, IlVED, ilvC, lysP, metB, sstT, proV, tdcB y tdcC), genes involucrados el
metabolismo de carbohidratos (manM, gnd, mglA, araE, tktA, malP, IsrD, ISrB y IsrF),
genes codificados en islas de patogenicidad como SPI-1 (hilA, sptP, sipA, sipD, sipC,
spaR, invA, invG y invF), SPI-2 (ssrA) y SPI-3 (sugR, rhuM, misL, fidL, marT, cigR,

mgtB vy yicL), genes que codifican bombas de expulsion (acrAB, acrD y acrEF),
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genes relacionados con la biosintesis y modificaciones del LPS (pmrA, waal, waak,
waal, waaZ, waal, waaB, wbaP, wbaN, wbaK, wbaM, wbaD, wbaC, oafA, eptA,
Wzzwepe Y arnT) y genes codificados en el plasmidio de virulencia de Salmonella
(operdn spv), entre otros.

Finalmente, al hacer el analisis comparativo entre estos datos y la base de
datos generada en esta tesis se identificaron mutantes en 213 genes de
S. Typhimurium que presentaron seleccion negativa tanto en macréfago murinos
como en D. discoideum (Figura 13). Por lo tanto, estos genes serian necesarios para
la supervivencia intracelular en ambas células fagociticas. El listado total de
mutantes bajo seleccidén negativa en ambos modelos se muestra en la Tabla B de la

seccidén Anexos.

Macréfagos murinos Dictyostelium
RAW264.7 ‘ discoideum
506 135
719 genes genes genes 348 genes

Figura 13. Genes de S. Typhimurium 14028s bajo seleccién negativa en macrofagos murinos
RAW264.7 y en la ameba D. discoideum. El diagrama de Venn muestra el nUmero total de genes,
cuyas mutantes se seleccionaron negativamente en cada modelo estudiado por separado (hegro)
junto al numero total de genes requeridos para la supervivencia tanto en macréfagos murinos como en
la ameba D. discoideum (blanco). El nimero de genes se obtuvo segun los criterios establecidos en
Materiales y Métodos, seccion 5.10.1.

En la Figura 14 se muestras las categorias funcionales (COGs) de las
proteinas codificadas en los 213 genes comunes requeridos para la supervivencia
intracelular de S. Typhimurium en macréfagos murinos y en D. discoideum. De
manera similar a lo observado en el analisis de mutantes bajo seleccién negativa en

macrofagos murinos RAW264.7, las categorias funcionales predominantes
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corresponden a genes que codifican proteinas hipotéticas de funcion desconocida
(100 genes), genes que codifican proteinas involucrados en la biogénesis de la
envoltura (17 genes), metabolismo y transporte de carbohidratos (16 genes) y

metabolismo y transporte de aminoacidos (16 genes).

[C] Produccion y conversion de energia (11)

[E] Metabolismo y transporte de aminoacidos (16)

[F] Metabolismo y transporte de nucledtidos (1)

[G] Metabolismo y transporte de carbohidratos (16)
[H] Metabolismo y transporte de coenzimas (4)

[1] Metabolismo y transporte de lipidos (5)

[J] Traduccion, biogénesis y estructura ribosomal (1)
[K] Transcripcion (10)

[L] Replicacién, recombinacioén y reparacion (5)

[M] Biogénesis de la envoltura, membrana y pared celular (17)
[N] Motilidad celular (6)

[O] Modificaciones post-traduccionales, recambio de proteinas y
chaperonas (6)

[P] Metabolismo y transporte de iones inorganicos (5)

[Q] Catabolismo, transporte y biosintesis de metabolitos secundarios (1)
[S, R, -] Funcion putativa o desconocida (100)

[T] Mecanismos de transduccion de sefales (4)

[U] Transporte vesicular, secrecion y trafico intracelular (2)

[V] Mecanismos de defensa (3)

B0BCER B ECREEODNOEDD

Total = 213 genes

Figura 14. Categorias funcionales de las proteinas codificadas por genes de S. Typhimurium
cuyas mutantes presentan seleccidn negativa en macréfagos murinos RAW264.7 y en la ameba
D. discoideum.

De esta manera, se observo la pérdida de mutantes en genes relacionados
con el metabolismo de carbohidratos (gnd, malP, fum-1, bcsC y dcuB), genes
asociados a la utilizacion de citrato como fuente de carbono en condiciones
anaerobicas (citA y citC), genes involucrados en la captacion de hierro (iroC, iroN y
feoB) y genes que codifican transportadores de metales (zntA y trkD). También se
identificaron genes codificados en islas de patogenicidad de Salmonella como SPI-1
(hilD, hilA, sptP, sipA, sipC, spaR, invA, invG e invF) y SPI-3 (rhuM, misL, marT y
mgtB), junto a genes que codifican efectores del T3SSsp.1 (SIrP). Ademas, se
identificaron genes relacionados con la respuesta a estrés por hambruna (spoT) y por
pH acido (adiY).
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Por otra parte, también se identificaron genes implicados en la sintesis del
LPS como por ejemplo, genes asociados a la sintesis del core externo (waaB, waal,
waaJ, waal y waaZ), genes asociados a la sintesis del antigeno O (AgO) (wbaC,
wbakK, wbaM, wbaN, wbaD y oafA) y genes asociados a la regulacion del grado de

polimerizacion del antigeno-O (Wzzsepg).

Debido a que varias mutantes de S. Typhimurium en genes asociados a la
sintesis y modificacion del LPS se encontraron bajo seleccibn negativa en
macréfagos murinos y en la ameba D. discoideum, sumado a que existe poca
informacion sobre el rol de LPS en la supervivencia de Salmonella en amebas, se
escogieron mutantes de esta categoria para confirmar la informacién obtenida a
partir de nuestro andlisis comparativo. Dentro de los genes con mayor nimero de
mutantes independientes que presentaron seleccidon negativa en nuestro analisis
destaca el gen waalL (26 mutantes independientes bajo seleccion en macrofagos
murinos y 85 mutantes independientes bajo seleccién en D. discoideum). Las
mutantes nulas del gen waal carecen de la ligasa del AgO, por lo que son incapaces
de unir el AgO al core externo del lipido A en la estructura del LPS, adquiriendo un

fenotipo “rugoso”.

Ademés, se seleccion6 el operon arnBCADTEF (también llamado
pmrHFIJKLM), ya que mutantes en el gen arnT se encontraron bajo seleccion
negativa en macrofagos murinos (6 mutantes independientes) y mutantes en los
genes arnA (4 mutantes independientes), arnE (pmrL, 8 mutantes independientes) y
arnF (pmrM, 11 mutantes independientes) se encontraron bajo seleccion negativa en
D. discoideum. Este operdn codifica las enzimas ArnB, ArnC, ArnA, ArnD, ArnT, ArnE
y ArnF, encargadas de la sintesis e incorporacion de una molécula de

4-amino-4-desoxi-a-L-arabinosa (a-L-Ara4N) al lipido A.

Finalmente, se seleccioné el gen wzzwpe, ya que mutantes en el gen wzziepe
presentaron seleccion negativa en ambos modelos (4 mutantes independientes en
macrofagos RAW264.7 y 12 mutantes independientes en D. discoideum). Este gen
codifica uno de los reguladores del largo de cadena del AgO, siendo responsable de

la distribucion modal VL-AgO (“very long O antigen”) que presenta 100 unidades

56



repetidas de AgO. Para tener una vision global de la importancia del tamafio del AgO
de S. Typhimurium en la supervivencia intracelular en macréfagos murinos y en
D. discoideum, adicionalmente se evalué el gen wzzst que codifica un segundo
regulador del largo de cadena del AgO, responsable de la distribucion modal L-AgO

(“long O antigen”) que presenta 16 a 35 unidades repetidas de AgO.

6.7.- Mutantes de genes de S. Typhimurium relacionados con la biosintesis y
modificaciones del LPS son atenuados en macréfagos murinos y en la ameba

D. discoideum

Con el objetivo de confirmar las predicciones obtenidas en el analisis
comparativo, se generaron mutantes por delecion de los genes mencionados. Estas
mutantes se construyeron mediante el método de reemplazo alélico por
recombinacién de productos de PCR (Datsenko and Wanner, 2000) y fueron
analizadas mediante ensayos de competencia in vitro en macréfagos murinos
RAW264.7 y en la ameba D. discoideum, como se describe en la seccion 5.13 de
Materiales y Métodos. En estos ensayos, se utiliz6 una MOI de 50
bacterias/macrofago o 100 bacterias/ameba y la infeccion se realiz6 con una mezcla
en partes iguales de cultivos independientes de la cepa silvestre y la cepa mutante a
analizar. Finalmente, se obtuvo el recuento de bacterias intracelulares y recuento de
células viables a las 0, 6 y 20 h post-infecciébn en macréfagos murinosy alas 0, 3y 6
h post-infeccion en D. discoideum. El recuento de bacterias intracelulares se obtuvo
mediante dilucién seriada y siembra en placas de agar LB y LB suplementado con
Kan para obtener las UFC totales y las UFC correspondiente a la cepa mutante,
respectivamente. Con estos valores se calculé el indice de Competencia (IC)
mediante la formula descrita en la seccion 5.11.4 de Materiales y Métodos y los datos
se expresaron como Logio(IC). De esta manera, si el valor de Logi(IC) es > 0 indica
gue la cepa mutante sobrevive/invade mas que la cepa silvestre dentro de las
células. Por el contrario, si el valor de Logo(IC) es < 0 indica que la cepa mutante
sobrevive/invade menos que la cepa silvestre. Por ultimo, si el valor de Logio(IC) es
igual a 0 indica que la cepa mutante sobrevive/invade de igual manera que la cepa

silvestre. Se utiliz6 como control la cepa mutante AaroA, que presenta defectos en la
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biosintesis de compuestos aromaticos y se caracteriza por ser una cepa avirulenta
incapaz de sobrevivir intracelularmente en macréfagos murinos (Fields et al., 1986)
y en D. discoideum (Riquelme et al., 2016). Los resultados de los ensayos de
competencia en macréfagos murinos y en la ameba D. discoideum se muestran en la

Figura 15y Figura 16, respectivamente.
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Figura 15. Ensayos de competencia in vitro entre la cepa silvestre y las cepas mutantes
AarnBCADTEF, Awaal, AaroA, Awzze,e Y Awzzgr de S. Typhimurium 14028s en macréfagos
murinos RAW264.7. (A) Internalizacién relativa a la cepa silvestre calculada como: (CFU cepa
mutante / CFU cepa silvestre)t, / (CFU cepa mutante / CFU cepa silvestre)inseuo ¥ €Xpresada como
Logio- (B) Supervivencia relativa a la cepa silvestre calculada como: (CFU cepa mutante / CFU cepa
silvestre)r,/ (CFU cepa mutante / CFU cepa silvestre)r, y expresada como Log,,, donde Tx
corresponde a 6 o 20 h post-infeccién. (C) Macrofagos viables totales obtenidos a las 0, 6 y 20 h
post-infeccién. Los graficos muestran valores promedio de 3 0 mas réplicas biologicas + SEM. Los
analisis estadisticos fueron realizados mediante la prueba t de Student de dos colas (* P <0,05;
*»* P <(0,01; *** P < 0,005).
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Figura 16. Ensayos de competencia in vitro entre la cepa silvestre y las cepas mutantes
AarnBCADTEF, Awaal, AaroA, Awzzi,e Yy Awzzsr de S. Typhimurium 14028s en D. discoideum.
(A) Internalizacion relativa a la cepa silvestre calculada como: (CFU cepa mutante / CFU cepa
silvestre)ro / (CFU cepa mutante / CFU cepa silvestre)igcuo Y €xpresada como Logi. (B)
Supervivencia relativa a la cepa silvestre calculada como: (CFU cepa mutante / CFU cepa
silvestre)r,/ (CFU cepa mutante/ CFU cepa silvestre)r, y expresada como Log;,, donde Tx
corresponde a 3 o 6 h post-infeccion. (C) Amebas viables totales obtenidos a las 0, 3 y 6 h
post-infeccion. Los graficos muestran valores promedio de 3 o mas réplicas biolégicas + SEM. Los
analisis estadisticos fueron realizados mediante la prueba t de Student de dos colas (* P < 0,05;
** P <0,01).

Los resultados de los ensayos de competencia en macréfagos RAW264.7
muestran que la mutante Awaal, carente de AgO, invade menos que la cepa

silvestre de S. Typhimurium, indicando que la presencia de AgO completo seria
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necesaria para que Salmonella sea fagocitada por macréfagos. Por el contrario, las
mutantes AarnBCADTEF, AaroA, Awzzepe Y Awzzsy invaden de igual manera que la
cepa silvestre (Figura 15A). Respecto a la supervivencia intracelular en macroéfagos
RAW264.7, la mutante AwaalL sobrevive menos que la cepa silvestre tanto a las 6 h
como a las 20 h de infeccion, observandose un fenotipo atenuado més pronunciado a
tiempos mas tardios (Figura 15B). Es probable que la carencia de AgO favorezca la
degradacion bacteriana al dejar mas expuesta la membrana externa de la bacteria a
agentes antimicrobianos. Adicionalmente, esta mutante mostr6 un grado de
atenuacion bastante similar al presentado por la mutante AaroA, donde ambas
mutantes sobreviven ~7 veces menos que la cepa silvestre a tiempos tardios de
infeccion. La mutante AaroA se ha utilizado ampliamente como control en diferentes
modelos de infeccidn ya que presenta defectos pleiotrépicos por su incapacidad de
sintetizar compuestos aromaticos. Por otra parte, de las dos mutantes en genes que
codifican reguladores del largo de cadena del AgO, sélo la mutante Awzzst presentd
defectos en supervivencia. Esto sugiere que el largo de cadena L-AgO (que
corresponde a una distribucion modal de 16 a 35 unidades repetidas de AgO) es
necesario para la supervivencia intracelular en macrofagos murinos. De este modo,
el largo de cadena VL-AgO (dependiente del regulador codificado por el gen wzzsepe)
no contribuiria a la supervivencia intracelular de Salmonella en macréfagos murinos.
Por dltimo, la mutante AarnBCADTEF solo presenté defectos en la supervivencia
intracelular a las 20 h post-infeccién, sugiriendo que la adicion de 4-aminoarabinosa
al lipido A contribuye en la supervivencia de Salmonella en macréfagos murinos a

tiempos tardios de infeccion (Figura 15).

Por otra parte, en los ensayos de competencia en la ameba D. discoideum se
observé que la Gnica mutante con defectos en la invasion fue Awaal, al igual que en
macrofagos murinos (Figura 16A). De hecho, esta mutante es fagocitada ~10 veces
menos que la cepa silvestre. Es posible que la presencia de un AgO completo sea
necesaria para que Salmonella sea reconocida y fagocitada por la ameba. Por otra
parte, las mutantes Awaal, AarnBCADTEF, Awzzst y AaroA presentaron defectos en
la supervivencia intracelular luego de 6 h de infeccién (Figura 16B). La mutante

Awaal sobrevivi6 ~8 veces menos que la cepa silvestre y la cepa AaroA sobrevivio
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~6 veces menos que la cepa silvestre. Estos grados de atenuaciéon son bastante
similares a los obtenidos en macr6fagos murinos a las 20 h post-infeccion. Por el
contrario, la mutante AarnBCADTEF alcanzd una atenuacién mas pronunciada en la
ameba, sobreviviendo ~5 veces menos que la cepa silvestre. Es probable que la
modificacion del lipido A con 4-aminoarabinosa le otorgue proteccion a Salmonella
frente al ataque de agentes antimicrobianos dentro de la ameba. Finalmente, la
mutante Awzzst sobrevivid ~9 veces menos que la cepa silvestre en D. discoideum.
Se puede observar que esta mutante presenta un defecto mayor en la supervivencia
intracelular en la ameba que en macrofagos murinos. Diferente es el caso de la
mutante Awzzepe, que mOStré una supervivencia intracelular similar a la cepa
silvestre, indicando que el regulador del largo de cadena VL-AgO no seria relevante

para la supervivencia de Salmonella en ambas células fagociticas.

Por ultimo, en las Figuras 15C y 16C se puede observar que las poblaciones
de macréfagos y de amebas viables no variaron a los largo de los ensayos, indicando
que las cepas utilizadas no generan dafio celular en los distintos tiempos de
infeccion. Esto indica que el efecto atenuado de las mutantes no esta asociado a una
menor recuperacion de bacterias intracelulares producto de un menor namero de

células viables.

En conjunto, estos resultados demuestran la importancia del LPS de
S. Typhimurium en la invasion y supervivencia intracelular del patégeno en

macrofagos murinos y en la ameba D. discoideum.
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7.- DISCUSION

Salmonella Typhimurium es uno de los principales agentes causantes de
enteritis a nivel mundial. Su propagacién se produce por via fecal-oral a través del
consumo de alimentos y agua contaminada. Una vez dentro del hospedero,
S. Typhimurium puede cruzar la barrera epitelial intestinal e interactuar con células
fagociticas profesionales del sistema inmune innato, causando una respuesta
inflamatoria local que promueve la excrecion de Salmonella al medio ambiente. La
patogenicidad de Salmonella se debe principalmente a su capacidad de sobrevivir
dentro de células fagociticas profesionales como macréfagos, neutrofilos y células
dendriticas, las cuales participarian como vectores de diseminacion dentro de un
hospedero infectado. En la literatura se han descrito en detalle los mecanismos
utilizados por Salmonella para adaptarse a las condiciones adversas dentro de los
macrofagos, donde destacan diversos factores de virulencia como T3SSsp,
T3SSspi-2, €l LPS y distintos sistemas de dos componentes que modulan la expresion
de genes necesarios para contrarrestar la accion del estrés oxidativo y nitrosativo y
de péptidos antimicrobianos (Cirillo et al., 1998; Hensel et al., 1998; Chan et al.,
2005). Sin embargo, el rol de estos factores en otros estadios del ciclo infectivo de

Salmonella ha sido menos caracterizado.

En el ambiente, Salmonella interacciona con una amplia variedad de
organismos, incluyendo bacterias, plantas, hongos y protozoos. Dentro de los
protozoos encontramos a las amebas, que son células eucariontes unicelulares que
viven en suelos de bosques y cursos de agua y se alimentan de bacterias y hongos
mediante mecanismos de fagocitosis similares a las células fagociticas profesionales
de mamiferos. En la literatura se ha demostrado que diferentes bacterias
(L. pneumophila y especies de Mycobacterium) utilizan mecanismos moleculares
similares para sobrevivir dentro de macréfagos murinos y amebas (Salah et al.,
2009; Escoll et al., 2013).

El desarrollo de nuevas técnicas gendmicas ha permitido realizar estudios a
gran escala para evaluar genes requeridos para la supervivencia intracelular

bacteriana en diferentes células hospederas. La estrategia mas utilizada consiste en
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analizar genotecas de mutantes por insercion al azar de un transposon en un
ambiente selectivo. La pérdida de una mutante de la poblacion inicial indica que el
transposon interrumpid un gen esencial para la supervivencia intracelular del
patdogeno en ese ambiente selectivo. La posicion del transposon puede ser detectada
por amplificacion del gDNA adyacente al sitio de insercion y posterior hibridacion
competitiva utilizando microarreglos gendmicos. En Salmonella, esta estrategia ha
sido utilizada ampliamente, reportandose estudios en macrofagos murinos
RAW264.7, macréfagos humanos THP-1 y ratones BALB/c y 129X1/SvJ (Chan et
al., 2005; Lawley et al., 2006; Sabbagh et al., 2012).

Con el propésito de conocer si Salmonella utiliza los mismos mecanismos para
sobrevivir dentro de distintas células fagociticas, en esta tesis se propuso identificar
de manera global un conjunto comun de genes de S. Typhimurium que le permitan
sobrevivir intracelularmente en macréfagos murinos RAW?264.7 y en la ameba
D. discoideum AX4. En primer lugar, se utiliz6 una genoteca de mutantes por
reemplazo alélico de S. Typhimurium 14028s (SGD-K) para infectar macréfagos
murinos mediante ensayos clasicos de proteccién a gentamicina. Luego, disefiamos
un protocolo para generar genotecas para secuenciacion mediante PCR, utilizando
partidores con secuencias especificas (barcodes) para diferenciar las muestras de
los diferentes tiempos de infeccion. De esta manera, el producto final de las
genotecas generadas quedd compuesto por una region central que contiene una
secuencia especifica (barcode) y un segmento del cassette de Kan® flanqueado por
una region constante P1 (5’) o P2 (3’) seguida de una region variable H1 (5’') o H2 (3’)
caracteristica de cada mutante mas algunas secuencias particulares requeridas para
la secuenciacion (Figura 5 y 8). El producto final fue secuenciado mediante el
sistema MiSeq de Illumina y mapeado contra el genoma de S. Typhimurium 14028s
para identificar las mutantes presentes en las poblaciones input y outputs (0, 6 y 20
h). El mapeo de estas secuencias se realiz6 mediante la creacion de coordenadas de
mapeo de las lecturas secuenciadas totales y las secuencias H1 y H2 de cada
mutante contra el genoma de S. Typhimurium 14028s. Es importante mencionar que
las secuencias H1 y H2 contienen 40 nucleétidos idénticos a la region que flanquea

al cassette de Kan® presente en cada gen mutado. De esta forma, todas las
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mutantes de la genoteca SGD-K contienen su propia secuencia H1 y H2. Al
comparar las coordenadas observamos que la mayoria de las lecturas secuenciadas
mapeadas contra el genoma y las secuencias H1 y H2 mapeadas contra la misma
base de datos no coincidian entre si. Este problema se produjo porque la mayoria de
las lecturas secuenciadas no contenia las regiones variables H1 y H2 ni las regiones
constantes P1 y P2 presente en todas las mutantes. Por lo tanto, las lecturas
secuenciadas mapeaban en regiones del genoma que no correspondian a la region
informativa de cada mutante, que es la region adyacente al sitio de insercion del
cassette de Kan®. Una explicacién al bajo rendimiento de lecturas correctamente
mapeadas seria que durante el proceso de generacién de las genotecas de
secuenciacion ocurrieron amplificaciones inespecificas en regiones del genoma que

no correspondian a la region adyacente al sitio de mutacion.

Por otra parte, observamos que la abundancia relativa de las pocas lecturas
mapeadas correctamente no varié entre los diferentes tiempos de infeccion, tanto en
macrofagos murinos (resultados de esta tesis) como en D. discoideum (resultados de
la Tesis de Magister de Sebastian Riquelme, 2016). Este problema se pudo generar
debido al uso de una enzima de restriccion como método de fragmentacion del DNA,
donde el corte esta definido por una secuencia cuyo patrén de corte se repite en
todas las poblaciones. Por ejemplo, si el sitio de corte de la enzima de restriccion
queda muy cerca al sitio de mutacién, jamas se lograra pesquisar la mutante en
ninguna de las poblaciones analizadas. Una solucion alternativa para evitar este
sesgo seria reemplazar el uso de una endonucleasa por un método de fragmentacién
mecanica. La fragmentacion por sonicacion permite obtener cortes aleatorios en el
DNA, generando diferentes tamafos de fragmentos para una misma mutante y

aumentando la probabilidad de obtener algin fragmento amplificable y detectable.

Ante estos inconvenientes, el protocolo de amplificacién disefiado para
enriquecer las muestras en fragmentos de interés no nos permitié identificar un
namero apropiado de mutantes de S. Typhimurium en ninguno de los modelos
estudiados. Como alternativa, se utilizd otra genoteca de mutantes de

S. Typhimurium construida por insercion al azar de un derivado del transposon Tn5.
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La ventaja de esta genoteca es que las mutantes generadas presentan un
transposén que posee secuencias especificas localizadas en ambos extremos del
transposon. La deteccion de estas secuencias especificas ("barcodes”) nos permitio
identificar las mutantes presentes en las distintas poblaciones estudiadas. A partir de
la base de datos generada, logramos identificar 719 genes de S. Typhimurium cuyas
mutantes presentaron selecciébn negativa en macréfagos murinos, indicando que
estos genes serian relevantes para la supervivencia intracelular de S. Typhimurium
en este modelo. Entre las mutantes seleccionadas encontramos genes localizados
en islas de patogenicidad como SPI-1, SPI-2, SPI-3 y SPI-5. A pesar que la isla
SPI-1 es conocida mayormente por su rol en la invasion de células no fagociticas,
otro analisis a escala gendmica de mutantes por transposicion de S. Typhimurium
también mostroé un gran niumero de mutantes de la isla SPI-1 bajo seleccidén negativa
in vitro en macréfagos murinos RAW?264.7 luego de tres rondas de infeccion (Chan
et al., 2005). Sin embargo, al analizar cada mutante de manera individual, los
autores observaron que la mayoria de las mutantes de la isla SPI-1 no contribuian a
la supervivencia intracelular en macrofagos murinos. A pesar de esto, se ha
reportado que algunos efectores del T3SSsp.;, cOmo SipA, permanecen dentro de
células epiteliales y macrofagos por horas, contribuyendo en etapas posteriores a la
invasién, como en el posicionamiento perinuclear e integridad de la SCV dentro de la
célula (Brawn et al., 2007). Ademas, se observo que la mutante AsipA presenta
defectos en la supervivencia intracelular en macréfagos murinos, mientras que la
cepa complementada en trans restaurd su fenotipo mejorando su capacidad de
supervivencia intracelular (Brawn et al., 2007). De esta manera, ciertos efectores de
la isla SPI-1 podrian contribuir en la formacién de un nicho replicativo adecuado
dentro de células no fagociticas y fagociticas.

Particularmente, nos llamo la atencion la poca cantidad de mutantes en genes
de la isla SPI-2 bajo seleccién negativa en nuestro analisis masivo (sseF). En la
literatura se ha reportado ampliamente el rol que tiene el sistema T3SSspi2 €n la
supervivencia intracelular de Salmonella en macrofagos (Cirillo et al., 1998; Hensel
et al.,, 1998; Chan et al., 2005; Srikumar et al., 2015). Sin embargo, al analizar

nuestros datos pudimos observar que las mutantes de los genes sseG, ssel, sseA,
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sscB también presentan valores de Logx(Te/To) < -1 asociados a valores de P < 0,05
pero quedaron excluidos de nuestro andlisis final al presentar sélo 1 o 2 inserciones
independientes dentro del gen correspondiente que cumplieran estos criterios. De
esta manera, el dltimo criterio mencionado aumento la estrictez de nuestro analisis,
dejando fuera a mutantes de genes que presentarian fenotipos atenuados en este
modelo.

Otras mutantes que se encontraron bajo seleccidn negativa estdn asociadas
con genes involucrados en el metabolismo de compuestos aromaticos, biosintesis y
transporte de aminoacidos y metabolismo de purinas y de carbohidratos. Se ha
reportado que mutantes auxoétrofas de aminoacidos no esenciales como alanina,
prolina y asparagina presentan defectos en la supervivencia intracelular en
macrofagos murinos RAW264.7 y células epiteliales humanas HelLa (Popp et al.,
2015). No nos parecid extrafio que mutantes de genes relacionados con la
biosintesis de estos aminoacidos aparecieran en nuestro analisis ya que el medio de
cultivo DMEM carece de los aminoacidos alanina, asparagina, aspartato, glutamato y
prolina (Popp et al., 2015). Asi, la utilizacion de aminoacidos como fuente de

carbono seria relevante para establecer un nicho replicativo intracelular.

Ademas, encontramos mutantes de genes que codifican reguladores globales
que participan en la respuesta a estimulos externos, como por ejemplo barA, arcA 'y
rcsC. El gen barA codifica el sensor quinasa del sistema de dos componentes
SirA/BarA. Este sistema regula la expresion de RNAs no codificantes del sistema Csr
(asociado a almacenaje de carbono), genes de la isla SPI-1 y de genes asociados a
motilidad y formacion de biopeliculas (Teplitski et al., 2003). Por otra parte arcA
codifica un factor transcripcional que participa como regulador de respuesta del
sistema de dos componentes ArcA/ArcB. Este sistema se activa en respuesta a
carencia de O, en el ambiente y regula la expresién de varios genes en condiciones
anaerobicas. Entre ellos, se encuentran genes que codifican proteinas involucradas
en el metabolismo energético, la biosintesis del flagelo, la motilidad y el largo de
cadena del AgO (Evans et al., 2011; Silva-Valenzuela et al., 2016). También

encontramos el gen rcsC que codifica un sensor quinasa ubicado en la membrana
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citoplasmatica que sensa perturbaciones en la membrana externa y periplasma.
Cuando estas perturbaciones se manifiestan, RcsC se autofosforila y transfiere un
grupo fosforilo a RcsD, el cual traspasa este grupo al regulador de respuesta RcsB.
RcsB puede unirse al DNA formando homodimeros o heterodimeros con la proteina
RcsA (Laubacher and Ades, 2008). RcsAB activa la transcripcion de genes que
codifican proteinas requeridas para la sintesis del &cido colanico necesaria para la
formacion de una capsula de exopolisacarido por fuera de la membrana externa de la
bacteria. Se ha reportado que el gen rcsC de S. Typhimurium se expresa dentro de
macréfagos y otorgaria resistencia a péptidos antimicrobianos como polimixina B
(Detweiler et al., 2003).

Por otra parte, encontramos bajo seleccién negativa a los genes tatB y tatC
que conforman el operén tatABC. Este operon codifica el sistema de secrecion de
proteinas Twin-Arginine, responsable del transporte de proteinas plegadas desde el
citoplasma hacia el periplasma bacteriano. Las proteinas secretadas por el sistema
Tat poseen un péptido sefial en su extremo N-terminal (S/TRRXFLK), que es
reconocido por las proteinas TatB y TatC ubicadas en la membrana plasmética de la
bacteria. Este reconocimiento induce la polimerizacion de la proteina transmembrana
TatA, permitiendo la secrecion de las proteinas plegadas hacia el periplasma
(Palmer and Berks, 2012). El rol de este sistema en la patogenicidad de Salmonella
ha sido estudiado en modelos murinos y en macréfagos. Se ha reportado que la
mutante AtatC de S. Typhimurium presenta defectos en la colonizacion sistémica en
ratones BALB/c inoculados por via intraperitoneal (Reynolds et al., 2011). En este
mismo estudio, comprobaron que la mutante AtatC sobrevive igual que la cepa
silvestre luego de 24 h post-infeccion en macréfagos murinos J774A.1. Los autores
indican que, a pesar que la mutante se internalice menos que la cepa silvestre, las
bacterias no tendrian defectos en su supervivencia intracelular. Considerando que
nuestro andlisis masivo se realizdé luego de 6 h de infeccién, es probable que el
sistema Tat sea necesario sOlo en etapas tempranas de infeccion en macréfagos
murinos. Adicionalmente, en nuestro analisis encontramos genes que codifican
proteinas secretadas a través del sistema Tat, como amiC y amiB, que codifican

enzimas N-acetilmuramil-L-alanina amidasa que rompen el enlace entre la L-alanina
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y el residuo N-acetilmuramil del peptidoglican. Estas enzimas son esenciales para la
divisién del septum durante el proceso de division celular (Heidrich et al., 2001). Es
probable que estos genes sean necesarios para la replicacion intracelular del
patdogeno. Ademas, se ha reportado que las mutantes AamiC de S. Typhimurium y
E. coli son extremadamente susceptibles a agentes antimicrobianos como protamina,
vancomicina y magainina 2, de igual manera que una mutante AtatC
(Weatherspoon-Griffin et al., 2011). Hasta el momento, no se ha reportado el rol de

estas enzimas en la division celular del patdgeno dentro de macréfagos murinos.

Ademas, encontramos bajo seleccion negativa la mutante del gen pgtE, que
codifica una proteasa que pertenece a la familia de las endopeptidasas de la
membrana externa (omptinas). Se ha descrito que la mutante ApgtE de
S. Typhimurium es muy sensible a los péptidos catidnicos antimicrobianos C18G,
LL-37 (humano) y CRAMP (ratén) (Guina et al., 2000). Al complementar la mutante
ApgtE con el gen silvestre clonado en un plasmidio de alto numero de copias, se
observo que la bacteria se volvié extremadamente resistente a los péptidos C18G y
LL-37. Asimismo, en andlisis transcriptomicos de S. Typhimurium en macréfagos
murinos J774A.1 se observé que el gen pgtE se encuentra sobre-expresado luego de
4 h de infeccién (Eriksson et al., 2003). Estos resultados sugieren que la proteasa
PgtE seria necesaria para proteger a la bacteria contra la accion de péptidos
antimicrobianos, uno de los principales mecanismos de muerte bacteriana presente

en macroéfagos.

Por otra parte, estudios han revelado que la accién de esta proteasa esta
fuertemente influida por el LPS. ElI LPS es una estructura que se ubica en la cara
externa de la membrana externa de las bacterias Gram negativo y esta conformada
por 3 regiones: AgO, el oligosacéarido core (interno y externo) y el lipido A, que
representa la regién mas interna del LPS. Se ha reportado que la presencia de un
AgO corto seria clave para la actividad proteolitica de PgtE (Lahteenmaki et al.,
2005). Los autores demostraron que la actividad proteolitica de PgtE depende de un
LPS corto (fenotipo rugoso) para poder inhibir a la antiproteasa a2-antiplasmina
(a2AP), responsable de inhibir a la serina proteasa plasmina. Al inhibir a la
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antiproteasa a2AP, la plasmina es capaz de degradar componentes de la matriz
extracelular permitiendo la migracion de células como monocitos y macréfagos hacia
los tejidos. De esta manera, la proteina PgtE contribuiria a la diseminacion sistémica
de Salmonella en el hospedero. Este fendbmeno también se observo en lisados de
bacterias provenientes de macréfagos J774A.1, donde existe una mayor expresion

de pgtE e induccion de modificaciones en el LPS (Lahteenmaki et al., 2005).

En concordancia a lo anterior, en nuestro analisis a escala gendémica también
encontramos mutantes de genes relacionados con la biosintesis y modificaciones del
LPS. Entre ellos, encontramos genes del operdn waa (rfa) asociados a la biosintesis
del core externo (waaK, waaB, waal, waal, waaZ y waal), genes del operon wba
(rfb) relacionados con la biosintesis del AgO (wbaP, wbaN, wbaK, wbaM, wbaDC y
oafA), genes que codifican reguladores del largo de cadena del AgO (como el gen
WZzZsepe, asociado al largo de cadena VL-AgO) y genes asociados a modificaciones
covalentes del LPS como arnT (pmrK), que codifica una transferasa que cataliza la
adicion preferencial de a-L-Ara4N al grupo 4’-fosfato del lipido A (Figura 17). Esta
modificacién ocurre en la regién periplasmética de la bacteria. El rol de esta
modificacion en los fosfatos del lipido A se ha asociado a una mayor resistencia a
péptidos catidnicos antimicrobianos como polimixina B, ya que reducen la carga
anioénica de la membrana externa de la bacteria (Ernst et al., 1999). Ademas, se ha
reportado que esta modificacion ocurren en S. Typhimurium cuando se encuentra
dentro de la SCV en macrofagos murinos RAW264.7 (Gibbons et al., 2005). Esta
misma modificacion se observé al crecer la bacteria in vitro en medio con cantidades
limitantes de Mg y pH &cido, condiciones similares a las existentes dentro
macrofagos (Gibbons et al., 2005). De esta manera, la modificacién de la estructura
del LPS permite a la bacteria resistir el ataque de las defensas del sistema inmune

innato.
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Figura 17.- Estructura del LPS de S. Typhimurium y sus modificaciones. (A) LPS no modificado
que se obtiene predominantemente en medio rico (medio LB). (B) Modificaciones del LPS in vivo. El
LPS puede ser modificado por mecanismos relacionados con el sistema de dos componentes
PhoP/PhoQ (mostrados en verde) y por mecanismos regulados por el sistema de dos componentes
PmrA/PmrB (mostrados en rojo). Especificamente, se destaca la modificacion mediada por las
proteinas codificadas en el operén arnBCADTEF (pmrHFIJKLM/pmrE) responsable de la adicién de un
grupo 4-aminoarabinosa en el fosfato de la posicién 4’ del dimero de glucosamina del lipido A. Esta
modificacién también puede ser afadida en el fosfato de la posicion 1’ del lipido A. Finalmente,
destaca la modificacién en el AgO a cargo del producto de los genes wzz (cld), los cuales determinan
el largo preferencial de cadena del AgO. Las mutantes de los genes mencionados presentaron
seleccion negativa en nuestro analisis a escala genémica en macréfagos murinos (Extraido de Gunn
et al., 2008).

Con el propdsito de identificar un conjunto comun de genes de S. Typhimurium
requerido para la supervivencia intracelular en macréfagos murinos RAW264.7 y en
la ameba D. discoideum, se realiz6 un analisis comparativo a partir de la base de
datos de genes requeridos para la supervivencia intracelular en macrofagos
RAW?264.7 generada en esta tesis y la base de datos de genes requeridos para la

supervivencia intracelular en D. discoideum obtenida en nuestro laboratorio (Memoria
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de Titulo de Bioguimico de Bayron Labra, 2018). Ambas bases de datos se alinearon
y se determiné el conjunto comin de mutantes que presentaron defectos en la
supervivencia intracelular de acuerdo a los criterios mencionados en la seccion
5.10.1 de Materiales y Métodos. En conjunto, nuestro analisis comparativo permitio
identificar mutantes en 213 genes de S. Typhimurium gque presentaron defectos en la
supervivencia intracelular tanto en macrofagos murinos RAW264.7 como en la
ameba D. discoideum. La lista completa de genes se muestra en la Tabla B de la

seccion Anexos.

Al realizar el analisis comparativo, observamos la pérdida de mutantes en
genes codificados en islas de patogenicidad conservadas, como SPI-1y SPI-3. En la
literatura se ha estudiado el rol de la isla SPI-1 durante la interaccion de Salmonella
con diferentes amebas de vida libre; sin embargo, la importancia de SPI-1 en la
supervivencia intracelular ha sido contradictoria. Se ha reportado que la mutante
AspaS de S. Typhimurium no presenta defectos en la supervivencia intracelular en
A. polyphaga, recuperdndose bacterias intracelulares en cantidades similares a la
cepa silvestre a las 1, 4, 24 y 48 h post-infeccion (Bleasdale et al., 2009). En
cambio, resultados de nuestro laboratorio sefialan que la isla SPI-1 de
S. Typhimurium seria necesaria una sobrevivir dentro de la ameba D. discoideum por

lo menos hasta 6 h post-infeccion (Riquelme et al., 2016).

Respecto a la isla SPI-3, encontramos bajo seleccién las mutantes de los
genes rhuM, misL, marT y mgtB. De estos genes, el mas descrito en la literatura es
el operon mgtCB. El gen mgtB codifica una proteina transmembrana transportadora
de Mg* que capta este ion desde la regién periplasmatica y lo moviliza hacia el
citoplasma bacteriano (Alix and Blanc-Potard, 2007). EI gen mgtC codifica una
proteina transmembrana con funcién ATPasa que regula el potencial de membrana
de la bacteria (Gunzel et al., 2006). Ambos genes estan bajo el control del sistema
de dos componentes PhoP/PhoQ, donde el sensor PhoQ se autofosforila en
respuesta a bajas concentraciones de Mg™, pH acido o presencia de péptidos
antimicrobianos en el medio. De esta manera, transfiere el grupo fosforilo al

regulador de respuesta PhoP, que se une a regiones promotoras de multiples genes,
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incluyendo el promotor de mgtC (Alix and Blanc-Potard, 2007). En la literatura se
ha reportado que los genes mgtB y mgtC se sobre-expresan dentro del protozoo
Tetrahymena, indicando que este operon seria importante para que Salmonella se
mantenga en vacuolas digestivas dentro de este protozoo (Rehfuss et al., 2011). Por
otro lado, mutantes nulas de los genes mgtB y mgtC de S. Typhimurium presentan
defectos en la virulencia en ratones, asi como en la supervivencia en medios con
cantidades limitantes de Mg* y en el interior de macréfagos (Blanc-Potard and
Groisman, 1997). Ademas, en andlisis transcriptdmicos de S. Typhimurium se ha
observado que los genes mgtB y mgtC se sobre-expresan en el interior de
macrofagos RAW264.7 luego de 8 h de infeccion (Srikumar et al., 2015). Los datos
obtenidos en nuestro analisis comparativo concuerdan con lo reportado en la
literatura, donde el gen mgtB (y posiblemente los otros genes que componen la isla
SPI-3) serian relevantes para crear un nicho replicativo dentro de macrofagos

murinos y amebas.

Dentro de los genes relacionados con la respuesta bacteriana a variaciones en
el medio ambiente, en nuestro analisis encontramos mutantes en el gen spoT, que
codifica la enzima SpoT encargada de la sintesis de la alarmona (p)ppGpp y de su
hidrolisis a GTP/GDP. La sintesis de (p)ppGpp mediante SpoT se induce en
condiciones de hambruna de fuentes de carbono, &cidos grasos, fosfato y hierro. Sin
embargo, existe otra enzima encargada de sintetizar (p)ppGpp denominada RelA.
Esta enzima detecta condiciones limitantes de aminoacidos y de shock por calor
(Hauryliuk et al., 2015). La produccién de (p)ppGpp induce la reprogramaciéon global
de procesos bacterianos como transcripcion, replicacion y traduccion, permitiendo la
adaptaciéon de la bacteria a estas condiciones (Srivatsan and Wang, 2008). Estos
cambios fisiolégicos frente a condiciones de estrés se conoce como la “respuesta
estricta” (“stringent response”). Por otra parte, se ha reportado que (p)ppGpp controla
la expresion de genes de las islas SPI-1 a SPI-5 y del plasmidio de virulencia de
Salmonella a través de sus reguladores transcripcionales (HilA, InvF, RtsA, SsrA,
SlyA y SpvR), indicando que la alarmona tendria un rol fundamental en la virulencia
de Salmonella (Thompson et al.,, 2006). Ademas, los autores reportaron que la

doble mutante ArelA AspoT presenta defectos en la supervivencia intracelular en
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macréfagos murinos J774A.1 luego de 24 h de infeccion. Estos datos concuerdan
con nuestras observaciones en macréfagos murinos, donde las mutantes de los
genes spoT y relA mostraron defectos en la supervivencia intracelular de
S. Typhimurium. Por otra parte, también encontramos bajo seleccién negativa la
mutante del gen adiY que codifica un factor transcripcional asociado a la respuesta
adaptativa a estrés acido. AdiY es un factor transcripcional que activa la expresion
del gen adiA. Este gen codifica una arginina descarboxilasa citoplasmatica que
convierte la arginina en agmatina consumiendo un proton del medio intracelular. Por
lo tanto, aumenta el pH dentro de la bacteria en respuesta a un estrés acido
(Alvarez-Ordonez et al., 2010). Estos resultados sugieren que Salmonella se
enfrenta a situaciones de estrés similares dentro de macroéfagos y amebas, por lo

gue requeriria estos genes para lograr adaptarse y sobrevivir en estos ambientes.

Finalmente, una de las categorias funcionales que tuvo mayor
representatividad en nuestro analisis comparativo se relaciond con genes
involucrados en la biosintesis y modificaciones del LPS. Entre ellos, se encontraron
genes asociados a la sintesis del core externo (waaB, waal, waaJ, waalL y waaZ),
genes asociados a la sintesis del AgO (wbaC, wbakK, wbaM, wbaN, wbaD y oafA) y
genes asociados a la regulacion del largo de cadena del AgQO (wzzwpe). Se ha
reportado que tanto el core como el AgO de S. Typhimurium son necesarios para la
motilidad bacteriana, para resistir la accion de detergentes (DOC), péptidos
antimicrobianos (polimixina B) y componentes del suero humano y para la
colonizacion sistémica en ratones infectados oralmente (Kong et al., 2011). De este
modo, el LPS cumple un rol fundamental en la respuesta adaptativa frente a
condiciones ambientales adversas como pH &cido, variaciones de oxigeno, péptidos
antimicrobianos y proteinas del complemento con actividad bactericida en
hospederos mamiferos. Sin embargo, la contribucion del LPS en la interaccion con
amebas no ha sido estudiada en profundidad. En la literatura se ha descrito que
D. discoideum tratado previamente con LPS o lipido A comercial de E. coli mejora el
clearance bacteriano intracelular de bacterias Gram positivo como S. aureus (Walk
et al., 2011). Por otra parte, en la ameba Entamoeba histolytica se han encontrado

diferentes isoformas de un péptido antimicrobiano denominado amebaporo, capaz de

73



formar poros que afectan la permeabilidad de la membrana citoplasmatica de
bacterias Gram positivo y Gram negativo (Leippe, 1999). Particularmente, al analizar
la actividad bactericida de estas isoformas frente a distintas bacterias se observé que
una cepa con LPS defectuoso de E.coli K12 (D31) necesitaba una menor
concentracion de estos péptidos para inhibir su crecimiento en comparacion con una
cepa silvestre de E.coli K12 (Andra et al., 2003). De esta manera, el LPS podria ser

relevante para combatir la accion de péptidos antimicrobianos presente en amebas.

Debido a que varias mutantes de S. Typhimurium asociados al LPS se
encontraron bajo selecciéon negativa en macréfagos murinos y en D. discoideum,
sumado a que existe poca informacion sobre el rol del LPS en la supervivencia
intracelular de Salmonella en amebas, se escogieron mutantes de esta categoria
para corroborar los resultados de nuestro analisis comparativo mediante ensayos de
competencia in vitro en ambos modelos. En estos ensayos evaluamos la contribucion
de los genes en estudio en los procesos de internalizacibn y supervivencia
intracelular. Es importante mencionar que los resultados obtenidos a partir de
nuestros analisis de mutantes a escala genémica son sélo predicciones, debido a la
presencia de posibles efectos polares generados por la insercién del transposon en
las mutantes analizadas. Por esta razén, es necesario comprobar cualquier fenotipo
interesante en los modelos estudiados mediante la construccién y analisis de

mutantes individuales y mutantes complementadas con el gen de interés.

De esta manera, se escogio el gen waal, cuya mutante se encontré bajo
seleccion negativa en ambos modelos. El gen waal codifica una ligasa ubicada en la
membrana interna de la bacteria cuya funcion es unir el AgO al core externo del
lipido A. Se ha reportado que la mutante Awaal de S. Typhimurium (que soélo
contiene lipidoA-core y un fenotipo rugoso) presenta defectos en la movilidad y una
menor resistencia a polimixina B y proteinas del complemento (Holzer et al., 2009).
En ese mismo trabajo observaron que la mutante Awaal era fagocitada tres veces
mas que la cepa silvestre en macrofagos murinos. Esta observacion se contrapone a
nuestros resultados en ensayos de competencia in vitro en macrofagos murinos

RAW264.7. Nuestros datos muestran que la mutante Awaal se internaliza tres veces
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menos que la cepa silvestre, indicando que la presencia del AgO seria necesaria
para un adecuado reconocimiento entre Salmonella y macréfagos. Una posible
explicacion a las diferencias encontradas podria deberse a la forma en la que se
realizaron los ensayos. En la publicacion de Holzer et al., 2009, se realizaron
ensayos de infeccion simple donde el contacto bacteria-célula fue sincronizada
mediante centrifugacion, favoreciendo la internalizacion bacteriana. Nuestros
ensayos no incluyeron esta etapa de centrifugacion por lo que es probable que la
baja internalizacion obtenida por la mutante Awaal se deba a su defecto en la
movilidad (Holzer et al., 2009), dificultando su llegada a la profundidad del pocillo
donde se encuentran los macrofagos adheridos. Respecto a la supervivencia,
también observamos diferencias con la literatura. La mutante Awaal presentd
defectos en la supervivencia intracelular en macréfagos murinos a las 6 y 20 h
post-infeccion similares a los presentados por la cepa atenuada AaroA. Por otra
parte, en la ameba D. discoideum observamos el mismo fendmeno en la
internalizacion y en la supervivencia que en macréfagos murinos. Estos resultados
nos indican que el AgO contribuiria a la internalizacion y supervivencia de
S. Typhimurium en ambas células fagociticas. Para confirmar que la funcionalidad de
este gen sea responsable del fenotipo observado en la mutante, es necesario realizar

ensayos con la cepa complementadas en trans con el gen silvestre en cuestion.

Otro grupo de genes que se escogio corresponde al operén arnBCADTEF, ya
gue observamos seleccion negativa para la mutante AarnT en macréfagos murinos y
para las mutantes AarnA, AarnE y AarnF en D. discoideum. Este operén esta
involucrado en la biosintesis de undecaprenilfosfato-a-L-4-animoarabinosa y la
transferencia del grupo 4-aminoarabinosa al lipido A (Figura 17). Esta modificacion
en el LPS esta regulada por los sistemas de dos componentes PhoP/PhoQ y
PmrA/PmrB. El sistema de dos componentes PmrA/PmrB (también llamado sistema
BasR/BasS) esta compuesto por el sensor PmrB, proteina anclada a la membrana
interna de la bacteria cuyo dominio periplasmatico es capaz de detectar altos niveles
de Fe* y Al in vitro, asi como pH &cido. En respuesta a estas sefiales, PmrB se
autofosforila y posteriormente transfiere el grupo fosforilo a PmrA, que actia como

factor de transcripcion de multiples genes, entre ellos el operon arnBCADTEF. Por
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otro lado, PhoP/PhoQ regula indirectamente esta modificacién a través de PmrD,
proteina que es capaz de unirse a PmrA, estabilizando su estado fosforilado (Figura
18) (Gunn, 2008). Se ha reportado que mutantes nulas de los genes de este operon
presentan una mayor susceptibilidad a polimixina B, a proteinas del complemento de
suero humano y una menor supervivencia en macréfagos murinos RAW264.7
cuando la bacteria se crece en concentraciones bajas de Mg (Farizano et al.,
2012). Nuestros resultados sefalan que la mutante AarnBCADTEF presenta defectos
en la supervivencia intracelular en macréfagos murinos y en la ameba D. discoideum.
Estos datos sugieren que la adicion de 4-animoarabinosa al lipido A del LPS
contribuye a la supervivencia y no a la internalizaciéon de S. Typhimurium en ambas

células fagociticas.
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Figura 18. Regulacion de la expresion de genes relacionados con la biosintesis de

undecaprenilfosfato-L-Ara4N y la transferencia del grupo L-Ara4N al lipido A del LPS de
S. Typhimurium. La biosintesis y la adicion de L-Ara4N al lipido A esta regulada por los sistemas de
dos componentes PhoP/PhoQ y PmrA/PmrB. Ambos sistemas detectan cambios en las condiciones
ambientales (pH &cido, baja concentracion de Mg vy alta concentracion de Fe " y AlI*®,
respectivamente) culminando en la activacion del factor transcripcional PmrA. PmrA promueve la
transcripcion del operén arnBCADTEF, el cual contiene 7 genes responsables de la biosintesis y
adicion del grupo L-Ara4N al lipido A. Las proteinas ArnA, ArnB, ArnC y ArnD convierten el 4cido
UDP-glucurénico a undecaprenilfosfato L-Ara4N (Und-P-a-L-Ara4N) en la region citoplasmatica de la
membrana interna. Por otra parte, las proteinas ArnE y ArnF transportan el Und-P-a-L-Ara4N a la
region periplasmatica de la membrana interna, donde la proteina de membrana ArnT transfiere el
motivo L-Ara4N (mostrado en rojo) al lipido A-core. Modificado de Wang and Quinn, 2010.
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Finalmente, analizamos la contribuciéon de los distintos largos de cadena del
AgO en la internalizacion y supervivencia intracelular de S. Typhimurium en ambos
modelos, utilizando mutantes de los genes wzzst Yy WzZgpe. AMbos genes son
responsables de regular el largo de cadena del AgO, modulando el grado de
polimerizacion de este antigeno, cuyo mondémero corresponde a un oligosacérido
compuesto por galactosa, ramnosa y manosa. De esta manera, el producto del gen
wzzst modula la distribucién modal L-AgO que contiene entre 16 a 35 unidades de
oligosacarido mientras que wzzspe modula la forma VL-AgO agregando mas de 100
unidades. Estos genes también son directamente regulados por el sistema de dos
componentes PmrA/PmrB (Murray et al., 2003). En la literatura se ha reportado que
la resistencia a proteinas del complemento depende del origen del suero. Por
ejemplo, la mutante Awzzst de S. Typhimurium es bastante resistente al efecto litico
de suero humano mientras que la mutante Awzzepe €s muy sensible (Bravo et al.,
2008). En cambio, en magainin (Murray et al., 2006). Notablemente, la mutante
doble de estos genes resultd ser muy susceptible a las proteinas del complemento
de suero de cobayo (Murray et al., 2006). A pesar de estas discrepancias, no hay
duda que el AgO otorga proteccion frente a proteinas del complemento. Por otra
parte, se ha descrito que cepas mutantes nulas de los genes que codifican ambos
reguladores presentan defectos en la supervivencia intracelular en macréfagos
murinos J774-A.1 a tiempos cortos de infeccién (2 h). Esta observacion cambia en el
caso de la mutante Awzzst, la que alcanza una supervivencia similar a la cepa
parental a tiempos tardios de infeccion (Pescaretti et al.,, 2011). En cambio,
resultados publicados por Holzer et al., 2009, sefialan que las mutantes Awzzsr y
Awzziepe Se internalizan y sobreviven igual que la cepa silvestre en macrofagos
murinos RAW264.7. Nuestros resultados muestran que sélo la mutante Awzzst
presenta defectos en la supervivencia intracelular en macréfagos murinos a las 20 h
post-infeccion. Una posible explicacion a estas diferencias se podria atribuir a las
condiciones experimentales en las que se realizan los ensayos. En la publicaciéon de
Pescaretti et al., 2011, las bacterias se crecieron en condiciones inductoras de los

sistemas PhoP/PhoQ y PmrA/PmrB, mientras que en esta tesis las bacterias fueron
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cultivadas en medio LB. Por otro lado, en los ensayos publicados por Hbélzer et al.,
2009, las bacterias y células se sincronizaron mediante centrifugacion.

En los ensayos realizados en la ameba D. discoideum se observé el mismo
fenotipo en la cepa mutante Awzzsr, la cual presentd defectos en la supervivencia
intracelular a las 6 h post-infeccion. Se observd que el grado de atenuacion de esta
mutante es mas acentuado en la ameba que en macréfagos, obteniéndose ~9 veces
menos bacteria que la cepa silvestre. En conclusion, los datos obtenidos en los
ensayos de competencia con las mutantes individuales de estos reguladores en
ambos modelos no se correlacionaron con los datos del andlisis comparativo, donde
encontramos bajo seleccion negativa solo la mutante del gen wzz,e. Este fendbmeno
se podria explicar ya que las mutantes por transposicion utilizadas en el analisis
masivo pueden presentar efectos polares sobre genes rio arriba o rio abajo del gen
que posee la insercion. De este modo, el defecto observado en la mutante wWzzpe
podria estar asociado a una mutacion del gen anterior que afecte el marco de lectura
del gen wzzwpe 0 podria relacionarse con una mutacion en la region 3’ del gen,
obteniendo una funcionalidad parcial del gen. Para poder confirmar estos resultados,
seria pertinente realizar ensayos de complementacion con el gen que presentd un
fenotipo distinto en los ensayos de competencia (wzzst) y observar una restauracion
del fenotipo similar al de la cepa silvestre. Asi podriamos confirmar que la presencia
del L-AgO seria necesaria para la supervivencia intracelular de S. Typhimurium

dentro de ambas células fagociticas.

Resumiendo, los genes waal, arnBCADTEF y wzzst serian necesarios para la
supervivencia intracelular de S. Typhimurium en macréfagos murinos RAW264.7 y la
ameba D. discoideum. Una vez dentro de células fagociticas, Salmonella se enfrenta
a diversos mecanismos de degradacién bacteriana, destacandose los péptidos
cationicos antimicrobianos. En macréfagos se ha descrito la presencia de defensinas
y catelicidinas, péptidos capaces de generar poros en la membrana citoplasmatica de
las bacterias. De igual manera, Salmonella podria enfrentarse a moléculas similiares
en amebas, denominadas amebaporos, cuyo mecanismo de accidn es semejante a

los péptidos catidnicos antimicrobianos presentes en macrofagos y neutréfilos
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(Leippe, 1999). Por lo tanto, la presencia de un LPS con un AgO completo que
presente una distribucion modal L-AgO y modificaciones como L-Ara4N en el lipido A
podrian contribuir a la resistencia bacteriana frente a péptidos antimicrobianos de

ambas células fagociticas (Figura 19).

Macrofagos Amebas

5
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Defensinas Amebaporos

\ )
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Genes que confieren resistencia a péptidos cationicos antimicrobianos
waal, arnBCADTEF y wzzqyr

Figura 19.- Contribucidon de los genes waal, arnBCADTEF y wzzst a la resistencia bacteriana
frente a péptidos catidnicos antimicrobianos producidos por macréfagos y amebas.

Finalmente, en esta tesis realizamos un analisis a nivel genémico para
identificar genes de S. Typhimurium involucrados en la supervivencia intracelular en
macrofagos murinos. Esta estrategia nos permitid obtener predicciones para genes
no esenciales de Salmonella, obteniendo datos para genes que se han reportado
previamente en la literatura y genes para los que no se ha establecido un rol en la
supervivencia en macrofagos. A partir de la comparacion de los genes requeridos
para la supervivencia intracelular en ambos modelos, pudimos identificar un conjunto
comun de genes de S. Typhimurium requeridos para la supervivencia intracelular en
macrofagos murinos RAW?264.7 y D. discoideum, validando la hipétesis propuesta en

esta tesis. Entre ellos encontramos varios genes que se han relacionado con la
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supervivencia en células del sistema inmune pero que no habian sido asociados con
la supervivencia intracelular en amebas. De manera adicional, confirmamos las
predicciones de nuestro analisis comparativo a escala genémica utilizando diferentes
mutantes relacionadas con la biosintesis y modificacion del LPS. Estos resultados
sugieren que el LPS es una estructura fundamental que modularia la internalizacion y
supervivencia intracelular de Salmonella en macréfagos murinos RAW264.7 y en la

ameba D. discoideum.
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8.- CONCLUSIONES

e EIl protocolo disefiado para la generacion de genotecas de secuenciacion no
permitié identificar mutantes de S. Typhimurium defectuosas en la supervivencia
intracelular en macréfagos murinos RAW?264.7 utilizando la genoteca de mutantes
por intercambio alélico SGD-K. Sin embargo, utilizando la genoteca de mutantes
por insercion al azar de un derivado del transposén Tn5 logramos identificar
mutantes en 719 genes de S. Typhimurium requeridos para la supervivencia

intracelular en macréfagos murinos RAW264.7.

e Dentro de los genes identificados encontramos algunos codificados en islas de
patogenicidad (SPI-1, SPI-2, SPI-3 y SPI-5), genes relacionados con el transporte
y biosintesis de aminoacidos y carbohidratos, genes que codifican reguladores
globales, genes asociados a la respuesta bacteriana frente a diferentes tipos de

estrés y genes necesarios para la biosintesis y modificacion del LPS.

¢ Adicionalmente, logramos identificar un conjunto comun de 213 genes necesarios
para la supervivencia intracelular de S. Typhimurium en macr6fagos murinos
RAW?264.7 y en la ameba D. discoideum, confirmando la hipo6tesis propuesta en
esa tesis. Entre ellos destacan genes codificados en islas de patogenicidad (SPI-1
y SPI-3), genes involucrados en la sintesis de carbohidratos, genes asociados a la
respuesta bacteriana frente a estrés acido y nutricional y genes vinculados a la

biosintesis y modificacion del LPS.

e En ensayos de competencia in vitro en macréfagos murinos RAW264.7 y en
D. discoideum, mutantes individuales de los genes waal (que codifica la ligasa del
AgO), operon arnBCADTEF (que codifica enzimas involucradas en la biosintesis y
transferencia de 4-aminoarabinosa al lipido A) y wzzst (que codifica el regulador
del largo de cadena L-AgO) presentaron defectos en la supervivencia intracelular
en ambos modelos. Estos resultados validan algunas de las predicciones
obtenidas en nuestro analisis comparativo a escala gendmica y demuestran la

importancia del LPS en la patogenicidad de Salmonella.
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Tabla A. Lista de genes de S. Typhimurium requeridos para la supervivencia

intracelular

Loga(Te/To) < -1; P 0,05 y M: nUmero de mutantes por gen.

10.- ANEXOS

en macrofagos murinos RAW264.7. Parametros de seleccion:

Locus_Tag Gen Descripcion o Funcion (.IFZ%) P M | COGs
STM14 0003 thrB homoserine kinase -1,30 0,05 3 E
STM14_0004 thrC threonine synthase -1,25 0,04 3 E
STM14_0016 - putative transcriptional regulator -4,33 0,01 6 -
STM14_0022 - putative exochitinase -4,79 0,02 3 -
STM14 0023 - putative hydroxymethyltransferase -4,92 0,01 5 -
STM14_0041 - putative arylsulfatase -5,85 0,04 | 18 -
STM14_0042 - putative 5'-nucleotidase -7,20 0,04 3 -
STM14_0043 - putative outer membrane/exported protein -7,88 0,04 7 -
STM14 0044 - putative arylsulfatase -1,73 0,00 4 -
STM14_0045 asiB putative arylsulfatase regulator -1,45 0,02 3 P
STM14_0047 - putative arylsulfatase -10,61 | 0,03 6 -
STM14 0051 xynT putative sodium galactoside symporter -1,40 0,05 5 -

STM14_0060.R - hypothetical protein -7,39 0,03 3 -
STM14_0061 rihC ribonucleoside hydrolase RihC -7,82 0,04 4 F
STM14_0062 citB putative transcriptional regulator -1,14 0,02 3 -

STM14_0063.J CitA sensor kinase citA -8,49 0,00 8 T
STM14_0067 - putative citrate-sodium symporter -1,15 0,01 3 -
STM14_0069 citC2 putative citrate lyase synthetase -7,70 0,02 3 C
STM14_0078 carB carbamoyl phosphate synthase large subunit -5,01 002 | 7 E
STM14_0080 tnplA_ transposase -5,30 0,01 4 L
STM14_0083 caiD carnitinyl-CoA dehydratase -1,20 0,00 3 |

STM14_0085.R caiB Crotonobetainyl-CoA:carnitine CoA-transferase -5,84 0,03 3 C
STM14_0100 - putative sulfatase -5,88 0,01 | 13 -
STM14_0108 apaG protein associated with Co® and Mg?* efflux -159 | 0,02 | 3
STM14_0114 djlA DNA-J like membrane chaperone protein -5,10 0,03 5 (0]
STM14_0116 hepA ATP-dependent helicase HepA -1,25 0,01 3 K

STM14 0118.LR - putative secreted protein -8,16 0,01 3 -
STM14 0170 hofC type IV pilin biogenesis protein -1,70 0,02 3 N
STM14 0191 - putative restriction endonuclease -1,09 0,01 4
STM14 0202 hpt hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase -5,12 0,03 3 F
STM14_ 0216 panB 3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase -5,62 0,05 3 H
STM14_0226 mrcB penicillin-binding protein 1b -4,88 0,02 5 M
STM14_0248 dot deoxyguanosinetriphosphate triphosphohydrolase -8,73 0,02 7 F
STM14 0249 htrA serine endoprotease -1,561 0,01 5 O
STM14_0275 - putative endochitinase -5,41 003 | 4 -
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STM14_0276 ldcC lysine decarboxylase 2 -5,59 0,03 4 E
STM14_0287 metQ DL-methionine transporter substrate-binding subunit -2,29 0,00 5 P
STM14_0297 rriH Large Subunit Ribosomal RNA -1,12 0,04 9 J
STM14 0323 - putative cytoplasmic protein -4,38 0,02 3
STM14_0333.J - IcmF-related protein -4,74 0,03 3
STM14 0338 vgrG putative cytoplasmic protein -8,01 0,04 5
STM14_0341 - putative RHS-like protein -11,17 | 0,01 5 -
STM14_0351.R - Transposase -1,37 0,03 3 X
STM14_0354 safC putative fimbrial usher -8,25 003 | 4
STM14_0384 - putative permease -11,17 | 0,04 3 -
STM14 0385 leuC isopropylmalate isomerase large subunit -3,73 0,01 3 E
STM14_0393 stbD putative fimbrial usher -5,48 0,02 5 -
STM14 0395 stbB putative fimbrial chaperone -4,54 0,05 4 N
STM14_0398 - putative inner membrane protein -4,14 0,00 3 -
STM14 0399 - putative periplasmic protein -10,90 | 0,02 3 -
STM14_0400.RJ rtn Putative rtn protein -5,01 0,03 5 -
STM14_0401 - putative response regulator -3,70 0,02 3 -
STM14 0416 nanT putative inner membrane protein -1,97 0,04 3 -
STM14_0417 mod DNA methylase; type Ill restriction-modification system -5,39 0,00 3 L
STM14_0418 res DNA restriction enzir;Setg:T)]/peen!;rrﬁ:tnctlon-modlflcatlon 1,17 0,03 7 )
STM14_0419. - hypothetical protein -4,36 0,04 3 -
STM14_0425 ) putative transctrriggcs)g2L[;%12F;%;%Vr;lig?tive XylS/AraC 5,09 001 | 4 K
STM14_0427 yahN putative transport protein -8,26 0,04 3 E
STM14_0438 yaiu flagellar protein -8,06 0,02 | 10 M
STM14_0439 yaiV putative DNA-binding transcriptional regulator -7,61 0,05 3 -
STM14 0440 ampH beta-lactamase/D-alanine carboxypeptidase -8,58 0,05 4 \%
STM14_0473 brnQ branched-chain amino acid transporter -1,75 0,02 3 E
STM14_0474 proY putative proline-specific permease -4,38 0,04 3 E
STM14_0480 tgt queuine tRNA-ribosyltransferase -8,02 0,00 | 4 J
STM14 0517 - putative periplasmic protein -1,79 0,05 7 -
STM14 0518 - TPR repeat-containing protein -7,38 0,00 7
STM14_0535 ppiD peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (rotamase D) -8,92 0,02 | 15 (0]
STM14 _0540.J OppA putative ABC transporter periplasmic binding protein -2,07 0,01 3 -
STM14_0544 mdlA putative multidrug trar;zpn?‘;toer:enr}?mbrane\ATP—blndlng -8.39 0,01 3 v
STM14_0563.J aefA mechanosensitive channel protein -9,00 0,04 6 M
STM14_0572 htpG heat shock protein 90 -1,21 0,04 3 -
STM14_0585 - putative periplasmic protein -1,65 0,01 3 -
STM14_0590 potA putative ABC transporter ATP-binding protein YbbL -4,69 0,02 4 |
STM14_0598 - putative outer membrane protein -1,16 0,01 4 -
STM14 0608 gip hydroxypyruvate isomerase -1,81 0,02 3 G
STM14_0609 gIxR tartronic semialdehyde reductase -5,43 0,00 3 |
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STM14 0614 ybbY putative purine permease YbbY -1,14 0,02 3 F
STM14_0617 allC allantoate amidohydrolase -5,71 0,05 3 E
STM14_0623 purk phosphorlbosylam|nom;:]dkijz:ilte carboxylase ATPase -4,59 0.02 6 F
STM14 0639 fimH minor fimbrial subunit -4,06 0,02 3
STM14_0641.J fimz fimbriae z protein -6,81 0,04 3
STM14_ 0642 fimY putative regulatory protein -4,19 0,02 7 -
STM14_0649 - hypothetical protein -8,54 0,04 3 -
STM14_0650 - putative inner membrane protein -10,64 | 0,05 3 -
STM14_0664 ybdG hypothetical protein -7,66 0,04 5 M
STM14_0667 - putative inner membrane protein -1,38 0,04 3 -
STM14_0669.R ) putative gIucgﬁr:ér:g{lgztr(;séi-e-phosphate 4,53 0,03 3 )
STM14_0687 fepE ferric enterobactin transport protein FepE -1,03 0,04 | 4 M
STM14 0694 entE enterobactin synthase subunit E -7,28 0,04 3 Q
STM14 0705 ybdO putative transcriptional regulator -5,48 0,04 5 K
STM14_0725 citC citrate lyase synthetase -8,13 0,01 5 C
STM14_0727 dpiB sensory histidine kinase -7,56 0,02 4 T
STM14_0729 dcuC C4-dicarboxylate transporter DcuC -1,40 0,03 5 C
STM14_0739 ybeF putative DNA-binding transcriptional regulator -4,66 0,05 | 4 K
STM14 0759 kdgT 2-keto-3-deoxygluconate permease -1,27 0,00 4 G
STM14_0760 fleQ putative sigma-54 dependent transcriptional regulator -4,52 0,02 6 K
STM14_0764 ybeS putative molecular chaperone -7,99 0,05 3 -
STM14_0767 hscC putative heatshock protein -6,05 001 | 4 (0]
STM14 0771 gtk glutamate/aspartate transporter -1,35 0,00 3 E
STM14_0781 miaB rRNA modification protein -6,15 0,04 7 J
STM14_0802 ybfM putative outer membrane protein -8,36 0,00 3 -
STM14_0805 citB citrate utilization protein b -4,68 0,04 5 -
STM14_0894 heTU_ putative ABC transport protein -10,14 | 0,04 3 -
STM14 0904 modF putative molybdenum transport ATP-binding protein ModF -8,12 0,01 3 P
STM14_0919.J bioA adenosyImethl;)::ir;g—ti—;r;glrcggéoxononanoate 2,08 0,03 3 H
STM14_0928 sIrP leucine-rich repeat-containing protein; secreted by SPI-1 -7,70 0,02 8 -
STM14_0960 kefA hypothetical protein -4,77 003 | 4 -
STM14_0972 ybiP putative integral membrane protein -8,53 0,04 | 4 -
STM14_0978 ybiT putative ABC transporter ATPase component -8,86 0,02 3 -
STM14_0980 ybiv putative hydrolase; would gétdec?r? upstream except for stop -8.19 0,03 3 )
STM14_1003 etfA putative electron transfer protein alpha subunit -7,60 0,01 5 Cc
STM14 1005 acd-6 putative acyl-CoA dehydrogenase -11,53 | 0,00 3 |
STM14_1007 - putative dehydrogenase -7,52 0,02 5 C
STM14_1009 - putative inner membrane protein -1,78 0,04 5 -
STM14 1035 ulalA_ ascorbate-specific PTS system enzyme IIC -5,56 0,01 4
STM14_1052 hcp hydroxylamine reductase -5,97 0,01 4 Cc
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STM14_1056 ybjD hypothetical protein -7,60 0,00 3 L
STM14_ 1066 t”pSA— transposase 700 | 002 | 4 L
STM14_1077 aat leucyl/phenylalanyl-tRNA--protein transferase -1,07 0,02 3 (0]
STM14 1083 Irp leucine-responsive transcriptional regulator -1,72 0,05 3 K
STM14_1095 xasA putative amino-acid transporter -10,59 | 0,04 5 E
STM14_ 1099 pflB pyruvate formate lyase | -8,43 0,01 3 C
STM14_1100.L focA formate transporter -1,55 0,03 3 P
STM14 1105 serC phosphoserine aminotransferase -5,29 0,04 6 H
STM14_ 1106 aroA 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase -8,43 0,02 3 E
STM14_1112 ycal hypothetical protein -7,83 0,04 3 R
STM14 1138 - putative transcriptional regulator -8,09 0,02 4 -
STM14_1144 - exodeoxyribonuclease -4,85 0,04 3 L
STM14_ 1166 gtgA bacteriophage virulence determinant -7,16 0,02 4 -
STM14_1171 - hypothetical protein -6,22 0,05 | 4 -
STM14_1199 pepN aminopeptidase N -5,52 0,05 3 E
STM14_1208 ymbA putative outer membrane protein -1,81 0,01 3 S
STM14_1232 pipA pathogenicity island-encoded protein A -4,54 0,05 3 -
STM14_1240 pipD pathogenicity island-encoded protein D -4,23 0,01 4 E
STM14_1287 - putative sodium/glucose cotransporter -1,29 0,05 5 -
STM14 1295 nanT putative sialic acid transporter -8,53 0,00 3 -
STM14_1317.R mdoG Glucans biosynthesis protein G precursor -4,85 0,00 4 P
STM14_1318.J mdoH periplasmic glucans biosynthesis protein MdoH -8,57 0,01 7 M
STM14_1406 m"le— transposase 450 | 0,04 | 3 R
STM14_1470 - phage tail component H-like protein -2,03 0,04 3 X
STM14_1474.L - tail assembly protein I-like -3,17 0,04 3 X
STM14 1475 - host specificity protein -8,85 0,00 4 -
STM14_1479 - phage tail assembly-like protein -5,60 0,01 5 X
STM14_1614 - putative DNA/RNA non-specific endonuclease -7,48 002 | 4 -
STM14_1700 sseF secreted effector protein -10,82 | 0,01 3 -
STM14_1739 - putative inner membrane protein -4,80 0,03 3 -
STM14_2178 dadX alanine racemase -3,97 0,03 3 M
STM14_2206 pabB para-aminobenzoate synthase component | -5,55 0,03 3 E
STM14 2231 htpX heat shock protein HtpX -1,40 0,02 3 O
STM14_2236 pqiB putative inner membrane protein -1,07 0,04 3 -
STM14 2308.J yebB putative periplasmic protein -5,65 0,04 4 -
STM14_2387.J - putative 50S ribosomal protein -1,71 0,01 3 J
STM14 2431 - hypothetical protein -7,91 0,03 3 -
STM14_2477 - hypothetical protein -8,04 0,00 3 -
STM14 2484 - integrase protein -7,42 0,05 3 -
STM14_2491 - TPR repeat-containing protein -1,32 0,00 5 -
STM14_2506 cobU adenosylcobinamide kinase/adenosylcobinamide- 41,86 0.04 3 H

phosphate guanylyltransferase
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STM14_ 2525 pocR transcriptional regulator -8,17 0,01 5 K
STM14_2526 pduF propanediol diffusion facilitator -4,41 0,04 3 G
STM14_ 2555 phsA thiosulfate reductase precursor -5,97 0,03 6 C
STM14 2575 gnd 6-phosphogluconate dehydrogenase -5,33 0,05 5 G
STM14_2576 whaP undecaprenoI-phos[;r:]etaitgeegetll%cr::gfse?g:gsphotransferase/O- 4,88 0,04 7 M
STM14 2577 whbaK phosphomannomutase -5,20 0,03 | 16 G
STM14_2578 wbaM mannose-1-phosphate guanylyltransferase -1,57 0,02 5 M
STM14 2579 whbaN rhamnosyl transferase -5,22 0,01 6 M
STM14 2588 wbaC dTDP-4,deoxyrhamnose 3,5 epimerase -4,91 0,04 4 M
STM14_2590 wbaD dTDP-4-dehydrorhamnose reductase -3,27 0,01 3 M
STM14 2591 wbaB dTDP-glucose 4,6 dehydratase -1,48 0,03 5 M
STM14_2595 wcaK putative pyruvyl transferase -8,29 0,00 3 S
STM14_2607 wcaD putative colanic acid biosynthesis protein -5,18 0,00 3 -
STM14_2611 wzc tyrosine kinase -8,27 0,04 3 M
STM14_2620.RJ | yegE Putative membrane protein -4,57 0,04 5 T
STM14 2630.RJ - Putative cytoplasmic protein -7,43 0,01 3
STM14_2643.R yegT Putative nucleoside transporter yegT -4,24 0,01 3 G
STM14 2653 stcC putative outer membrane protein -4,92 0,03 9 N
STM14_2656 yehE putative outer membrane protein -4,95 0,02 3 -
STM14 2693 gltD putative oxidoreductase -1,47 0,03 3 E
STM14_2694 yeiA dihydropyrimidine dehydrogenase -1,54 0,02 3 F
STM14_2696 mglA galactose/methyl galaxt‘())rsoi?eeir:ransporter ATP-binding 5,15 0,00 3 G
STM14 2741 opr_ putative ABC-type dslsset%trlg%g:gzgigtlde/mckel transport 1,66 0,01 )
STM14 2743 yejF putative ABC-type transport system ATPase component -5,81 0,01 6 R
STM14_2758 oafA O-antigen acetylase -1,85 0,05 | 16 |
STM14 2759 - putative cytoplasmic protein -4,90 0,02 3 -
STM14_2761 - hypothetical protein -2,50 0,02 | 4 -
STM14_2765 - hypothetical protein -1,50 0,02 3 -
STM14 2771 - putative tail fiber protein of phage -10,19 | 0,05 3 X
STM14_2776 CCTH putative heme lyase subunit -7,84 0,00 3 (0]
STM14 2778 CCTF— cytochrome c-type biogenesis protein -5,43 0,02 3 O
STle 2000 | resp | PO Od P eS| o6 |00z |3 | T
STM14_2802 resC hybrid sensory k|na3v?t;]né\év§écgrr:;p$2}el\lnt regulatory system 151 0,03 5 T
STM14_ 2807 - putative dehydratase -1,04 0,03 3 -
STM14 2808 - putative permease -5,89 0,04 3 -
STM14_2809 - putative regulatory protein -2,25 0,00 3 -
STM14 2815 - putative permease -4,86 0,01 4 -
STM14 2817 glpQ glycerophosphodiester phosphodiesterase -8,53 0,02 3 Cc
STM14_2820 glpB anaerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase subunit B -2,26 0,02 4 E
STM14 2828 yfaw putative galactonate dehydratase -4,01 0,03 4 M
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STM14_2831.R yfaz Uncharacterized protein YfaZ precursor -4,89 0,03 3 -
STM14_2832 yfaO putative NTP pyrophosphohydrolase -7,78 0,00 3 L
STM14 2839 arnT 4-amino-4-deoxy-L-arabinose transferase -4,89 0,01 6 M
STM14 2873 IrhA NADH dehydrogenase transcriptional repressor -10,59 | 0,02 5 K
STM14 2874 yfbQ aminotransferase AlaT -10,55 | 0,04 5 E
STM14 2879 - hypothetical protein -4,71 0,03 3 -
STM14_2884 yfcC hypothetical protein -1,61 0,00 3 S
STM14 2887 uIaZA_ ascorbate-specific PTS system enzyme IIC -8,11 0,01 5 S
STM14 2905 - putative cytoplasmic protein -4,75 0,00 8 -
STM14_2906 - putative amino acid transporter -8,70 0,05 7
STM14 2910 CVpA colicin V production protein -9,00 0,05 8 R
STM14_2924 - putative cytoplasmic protein -2,03 0,04 3 -
STM14_2934 yicB N5-glutamine S-z]deetﬂgﬁzli-ri_s-frzglsw(ieonine-dependent 1,07 0,04 3 J
STM14 2937 fadJ multifunctional fatty acid oxidation complex subunit alpha -4,79 0,02 4 |
STM14_2946 pgtE outer membrane protease; outer membrane protease -5,41 0,03 5 M

STM14_2949.RJ pgtC Phosphoglycerate transport regulatory protein PgtC -1,21 0,03 3 P
STM14_2976 xapB xanthosine permease -1,40 0,03 5 G
STM14_2978 yfeN hypothetical protein -1,00 0,04 3 -
STM14_3010 - putative inner membrane protein -8,11 0,01 4 -
STM14_3020 eutd ethanolamine utilization protein -2,10 0,03 3 E
STM14 3028 eutS putative carboxysome structural protein -4,92 0,01 3 E
STM14_3049 ypfd putative inner membrane protein -1,79 0,04 3 -
STM14_3050 purC phosphonbosylammoglrc]it?]zazlee!-sucmnocarboxamlde 6,23 0,03 3 E
STM14 3057 perM putative permease -7,80 0,03 3 R

STM14_3058.J yfgC putative inner membrane or exported -4,32 0,01 3 -
STM14_3061 uraA uracil transporter -5,58 0,05 3 F
STM14_3064 purM phosphoribosylaminoimidazole synthetase -9,45 0,01 3 -
STM14 3065 purN phosphoribosylglycinamide formyltransferase -6,01 0,04 6 F
STM14 3066 ppk polyphosphate kinase -2,73 0,01 5 P
STM14_3068 yfgF putative diguanylate cyclase -6,95 0,03 5 -

STM14 _3078.LJ shdA AIDA autotransporter-like protein -5,45 0,02 5 M

STM14_3082.J ratB putative outer membrane protein -8,12 0,02 3 -
STM14 3083 ratA putative outer membrane protein -7,92 0,03 3 -
STM14_3105 - putative inner membrane lipoprotein -5,22 0,01 7 -
STM14_ 3108 - putative cytoplasmic protein -1,33 0,03 5 -
STM14_3126 asrA anaerobic sulfide reductase -6,95 0,04 3 Cc
STM14 3136 cadC DNA-binding transcriptional activator CadC -4,88 0,00 3 K
STM14 3151 murQ N-acetylmuramic acid-6-phosphate etherase -5,29 0,04 4 R
STM14_ 3153 pankE 2-dehydropantoate 2-reductase -8,30 0,02 8 Q
STM14 3154 - putative permease -2,66 0,05 4 -
STM14 3155 cynR putative transcriptional regulator -1,24 0,03 3 K
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STM14_ 3166 - transposase-like protein -1,11 0,04 3 -
STM14_3168 rE]l]gg phage tail assembly-like protein -1,14 0,03 5 -
STM14_3169 ??]I]gg phage tail assembly-like protein -1,06 0,00 5 -
STM14 3170 _ tail fiber-like protein -5,32 0,03 3 -
STM14_3218 parAj chromosome partitioning ATPase -5,83 0,01 5 D
STM14 3220 - hypothetical protein -8,09 0,04 3 -
STM14 3240 srmB ATP-dependent RNA helicase SrmB -8,26 0,02 3 L
STM14_3252 kgtP alpha-ketoglutarate transporter -2,27 0,02 | 4 G
STM14_3256.J G Large Subunit Ribosomal RNA -5,99 0,02 | 10 J
STM14_3261 clpB_2 protein disaggregation chaperone -1,33 0,05 | 14 (0]
STM14 3268 pheA bifunctional chorismate mutase/prephenate dehydratase -1,09 0,04 3 E
STM14_3275 yfiN hypothetical protein -9,75 0,01 5 T
STM14_3294.J smpB SsrA-binding protein -8,74 001 | 4 (0]
STM14 3297 - pseudogene -7,48 0,03 | 14 -
STM14_3305 - putative cytoplasmic protein -7,36 0,02 | 4 -
STM14_3334 - putative DNA/RNA helicase -9,41 0,03 6 -
STM14_3336 - putative transposase -4,95 0,01 4
STM14 3345 iroC putative ABC transporter protein -1,16 0,05 5 \%
STM14_3348 iroN outer membrane Le;s:?;zré)gﬁérg enterobactin and 1,98 0,01 6 P
STM14_3351 - hypothetical protein -4,01 0,01 3 -
STM14 3358 nixA putative nickel transporter -10,26 | 0,01 4 P
STM14_3369 gabP gamma-aminobutyrate transporter -8,38 0,03 | 4 E
STM14_3391 proV glycine betaine transporter ATP-binding subunit -7,34 0,04 | 11 E
STM14 3392 prow glycine betaine transporter membrane protein -2,00 0,03 3 E
STM14_3401 - putative glycoporin -8,67 0,02 7 -
STM14_3434 hypF hydrogenase maturation protein -7,87 002 | 4 (0]
STM14_3463 sprB transcriptional regulator -4,97 0,04 5 K
STM14 3469 orgA needle complex assembly protein -4,79 0,00 4 -
STM14_3470 prgkK needle complex inner membrane lipoprotein -8,43 0,02 7 U
STM14_3471 prgJd needle complex minor subunit -7,44 0,02 5 -
STM14_3473.J prgH prgh protein -7,30 0,04 8 -
STM14_3474 hilD invasion protein regulatory protein -11,11 | 0,01 8 K
STM14_3475 hilA invasion protein regulator -6,77 0,04 | 14 K
STM14_3476 iagB invasion protein precursor -5,03 0,00 3 M
STM14_3477 SptP protein tyrosine phosphatase/GTPase activating protein -4,13 0,03 9 -
STM14 3481 SipA secreted effector protein -5,60 0,02 | 14 -
STM14 3483 sipC translocation machinery component -2,13 0,04 | 11 -
STM14 3484 sipB translocation machinery component -1,71 0,01 3 -
STM14 3485 SicA secretion chaperone -1,63 0,04 5 R
STM14 3487 spaR needle complex export protein -8,21 0,00 5 U
STM14 3489 spaP surface presentation of antigens protein SpaP -7,83 0,03 4 U

97


mailto:STM14_3166@NonSense
mailto:STM14_3168@NonSense
mailto:STM14_3170@NonSense
mailto:STM14_3218@NonSense
mailto:STM14_3334@NonSense
mailto:STM14_3477@NonSense

STM14_ 3490 spaO surface presentation of antigens protein SpaO -5,23 0,04 5 N
STM14_3492 invl needle complex assembly protein -7,71 0,04 3 -
STM14 3494 invB secretion chaperone -4,81 0,01 3 -
STM14 3495 invA needle complex export protein -9,41 0,01 | 26 U
STM14_3496 invE invasion protein -1,68 0,00 7 -
STM14 3497 invG outer membrane secretin precursor -8,10 0,04 | 14 N
STM14_3498.J invF invasion protein invf -4,62 0,03 6 K
STM14 3499 invH needle complex outer membrane lipoprotein precursor -7,31 0,00 3 -
STM14_3500 - putative cytoplasmic protein -4,53 0,04 | 4 -
STM14_3509 pphB serine/threonine-specific protein phosphatase 2 -4,44 0,04 3 T
STM14 3514.RJ - Possible LysR-family transcriptional regulator -1,33 0,02 3 -
STM14_3524 vdcC putative 3-polyprenyl-4-hydroxybenzoate decarboxylase -8,48 0,01 3 H
STM14 3539 cysD sulfate adenylyltransferase subunit 2 -4,72 0,01 3 E
STM14_3548 ygcB putative helicase -7,09 0,00 3 R
STM14 3551 cysH phosphoadenosine phosphosulfate reductase -7,41 0,00 3 E
STM14 3553 cysJ sulfite reductase subunit alpha -4,57 0,02 3 P
STM14_3559 mazG nucleoside triphosphate pyrophosphohydrolase -1,27 0,00 3 R
STM14_3562 parE hypothetical protein -1,05 0,05 3 -
STM14_3564 relA GDP/GTP pyrophosphokinase; (p)ppGpp synthetase -4,66 0,01 7 T
STM14_3566 barA hybrid sensory histidine kinase BarA -4,24 0,03 5 T
STM14_3568 gudD d-glucarate dehydratase -5,04 0,02 | 4 M
STM14_3570 gudT putative D-glucarate permease -1,91 0,03 3 G
STM14_3581 Sdic— putative serine transport protein -5,95 0,04 3 E
STM14_3582 sdaB L-serine dehydratase/L-threonine deaminase 2 -1,76 0,04 | 4 E
STM14 3589 fucP pseudogene; frameshift; fucose permease -8,09 0,01 3 #N/A
STM14_3593 fucR DNA-binding transcriptional activator FucR -2,82 0,04 3 K
STM14_3606 amiC N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase -1,68 0,01 3 M
STM14_3610 ptr protease I -1,55 0,01 4 O
STM14_3614 ppdB hypothetical proteinl;vp;itlzi;\rt]i\(ﬁotazrgggigent involved in type 1,10 0,01 3 U
STM14_3632 tas putative aldo-keto reductase -1,16 001 | 4 C
STM14_3648.RJ - hypothetical protein -4,35 0,05 5 -
STM14_3650 Sdezlc— putative transport protein -4,96 0,02 | 12 E
STM14 3656 stdC putative fimbrial chaparone -11,23 | 0,04 4 N
STM14_3659 stdA putative fimbrial-like protein -2,48 0,05 | 4 -
STM14_3660 - hypothetical protein -1,82 0,04 4 -
STM14 3661 rcK Ail/OmpX-like protein -5,30 0,02 4 -
STM14_3674 recJ ssDNA exonuclease RecJ -4,96 0,02 6 L
STM14 3685 - putative outer membrane protein -1,85 0,03 7 -
STM14_3687.J gcvP glycine dehydrogenase -4,53 0,01 5 E
STM14 3699 serA D-3-phosphoglycerate dehydrogenase -7,83 0,00 3 E
STM14 3707 yggB mechanosensitive channel MscS -8,05 0,04 5 M
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STM14_3720 speB agmatinase -3,25 0,03 3 E
STM14_3724 - putative malate/L-lactate dehydrogenase -7,21 0,02 | 4 -
STM14 3745 yagT putative integral membrane protein -7,77 0,04 4 S
STM14_ 3766 - putative lactoylglutathione lyase -7,76 0,01 4 -
STM14_3767 abfT-1 putative acetyl-CoA hydrolase -4,42 0,03 6 |
STM14 3771 - putative arylsulfatase -11,15 | 0,04 3 |
STM14_3775.R - Putative response regulator -1,38 0,01 5 -
STM14_ 3776 - putative cytoplasmic protein -1,43 0,02 8 -
STM14_3777 - putative amino acid transporter -5,08 0,02 3 -
STM14_3787 - putative xylanase/chitin deacetylase -4,77 0,04 5 -
STM14 3788 - putative amidohydrolase -11,26 | 0,03 5 -
STM14_3791 exuT putative permease -6,97 0,05 3 R
STM14_3795.J UXUA mannonate dehydratase -1,58 0,02 3 G
STM14_3797 uxaC glucuronate isomerase -8,45 0,00 3 G
STM14 3799 - putative methyl-accepting chemotaxis protein -4,50 0,04 4 -
STM14_3806 - putative periplasmic ferrichrome-binding protein -2,19 0,02 4 P
STM14_3811 hybC hydrogenase 2 large subunit -5,05 0,02 | 4 C
STM14_3820 - putative ATP-dependent RNA helicase-like protein -3,87 0,05 3 -
STM14_3827 metC cystathionine beta-lyase -2,21 0,01 | 11 E
STM14_3828 yghB hypothetical protein -1,85 0,00 | 4 S
STM14_3831 yghD putative alcohol dehydrogenase -1,27 0,00 3 C
STM14_3835.R - 2-oxoglutarate/malate translocator -8,19 0,03 3 -
STM14 3839 ygiR hypothetical protein; putative FeS oxidoreductase family 2 -1,30 0,02 5 C
STM14_3842 - putative inner membrane protein -4,66 0,03 6 -
STM14_3843 ygiK putative transporter -7,49 0,04 7 G
STM14_3852 mdaB NADPH-specific quinone oxidoreductase -5,16 0,02 3 R
STM14 3856 icc cyclic 3',5'-adenosine monophosphate phosphodiesterase -7,40 0,02 3 R
STM14 3862 ygiC putative glutathionylspermidine synthase -1,65 0,03 3 E
STM14_3866 - putative arylsulfate sulfotransferase -4,85 0,04 | 10 -
STM14_3867 dS?A— putative disulfide bond formation protein -1,33 0,03 3 (0]
STM14.3877 | ginE adenyylransieraseldeadenyiransiorase 818 | 004 | 9 | O
STM14_3893 [ Jt]s_r 3 putative methyl-accepting chemotaxis protein -4,80 0,05 3 -
STM14_3898 fadH 2,4-dieonyl-CoA reductase -1,22 | 0,03 | 3 R
STM14_3923 tdcE pyruvate formate-lyase 4/2-ketobutyrate formate-lyase -4,52 0,00 | 4 C
STM14_3924 tdeD propionate/acetate kinase -1,17 0,01 6 Cc
STM14 3925 tdcC threonine/serine transporter TdcC -7,67 0,04 3 E
STM14_ 3926 tdcB threonine dehydratase -4,85 0,02 7 E
STM14 3927 tdcA DNA-binding transcriptional activator TdcA -8,62 0,02 5 K
STM14 3945 yraL putative methyltransferase -1,31 0,05 7 R
STM14 3946 yraM putative transglycosylase -7,97 0,03 | 10 R
STM14_3959 - putative inner membrane protein -4,51 003 | 4 -
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STM14 3974 - putative cytoplasmic protein -1,63 0,03 3 -
STM14_3989 yhbE pseudogene -4,34 0,05 3 #N/A
STM14_4020 gltB glutamate synthase subunit alpha -3,61 0,03 | 12 E
STM14_4024 codB cytosine permease -1,08 0,03 3 F
STM14_4029 nanT putative sialic acid transporter -1,73 0,03 3 G
STM14_4042 - putative inner membrane protein -1,41 0,04 3 -
STM14_4045 o0adG oxaloacetate decarboxylase subunit gamma -1,35 0,01 3 C
STM14_4046 fum-1 L(+)-tartrate dehydratase subunit beta -4,92 0,01 7 G
STM14_4049 - putative regulatory protein -5,58 0,03 3 -
STM14_4052.J - hypothetical protein -4,54 0,02 | 4 -
STM14_4058 yhcP p-hydroxybenzoic acid efflux subunit AaeB -5,89 0,02 3 S
STM14_4062 tidD protease TldD -1,07 | 0,04 | 4 R
STM14_4063 yhdP hypothetical protein -1,72 0,05 9 S
STM14_4064 cafA ribonuclease G -9,41 0,03 3 J
STM14_4072 yedY putative sulfite oxidase subunit YedY -2,02 0,04 3 -
STM14_4080 prmA ribosomal protein L11 methyltransferase -3,82 0,03 3 J
STM14_4086 ylaB putative signal transduction protein -8,47 0,01 3 T
STM14 4091 acrF multidrug transport protein -5,28 0,01 9 \%
STM14_4099.J rriD Large Subunit Ribosomal RNA -1,23 0,04 7 J
STM14_4108 smf hypothetical protein -1,00 0,04 8 L
STM14_4111 sun 16S rRNA methyltransferase B -4,36 0,04 | 4 J
STM14_4158 slyX hypothetical protein -1,88 0,00 3 S
STM14_4159 slyD FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase -1,52 0,03 6 (0]
STM14_4161 kefB glutathione-regulated po?:fséum—efﬂux system protein 5,40 0,03 6 P
STM14_4164 yheS putative ABC transporter ATP-binding protein -8,05 0,01 4 R
STM14_4168.J yheT putative hydrolase -5,45 001 | 4 R
STM14_4171 yhfA hypothetical protein -5,03 0,01 3 (0]
STM14_4174 yhfK putative inner membrane protein -4,64 0,05 9 S
STM14_4175 argZD_ aminotrte)air];l;?:rt;osne%\gle_tsylljgfririlﬂi(:liea T:g]niﬂm?st protein -1.35 0,04 ! E
STM14 4176 pabA para-aminobenzoate synthase component Il -11,40 | 0,04 7 E
STM14_4178.J yhfG putative cytoplasmic protein -1,32 0,04 3 -
STM14_4179 ppiA peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A (rotamase A) -1,39 0,04 5 (0]
STM14_4181 tsgA hypothetical protein -1,53 003 | 4 -
STM14_4183 nirB nitrite reductase large subunit -8,04 0,05 6 C
STM14 4186 nirC nitrite transporter NirC -7,91 0,00 3 P
STM14_ 4187 cysG siroheme synthase -1,14 0,01 7 H
STM14 4188 bigA putative surface-exposed virulence protein -1,28 0,02 | 18 -
STM14_ 4205 mrcA peptidoglycan synthetase -5,08 0,04 7 M
STM14 4212 yhgE putative inner membrane protein -2,08 0,04 3 -
STM14_4215 pckA phosphoenolpyruvate carboxykinase -4,07 0,04 | 4
STM14_4219.RJ yhgF Transcription accessory protein (S1 RNA-binding domain) -8,56 0,02 3
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STM14_4220.P 60 - -5,50 0,03 3 -
STM14_4221 feoA ferrous iron transport protein A -1,43 0,03 5
STM14_4222 feoB ferrous iron transport protein B -1,37 0,04 | 23 P
STM14 4225 yfaD putative cytoplasmic protein -1,61 0,04 5 -
STM14_4226 bioH carboxylesterase BioH -2,02 0,02 | 10 R
STM14 4231 malQ 4-alpha-glucanotransferase -1,99 0,03 4 G
STM14_4232 malP maltodextrin phosphorylase -5,39 0,02 6 G
STM14 4234 malT transcriptional regulator MalT -5,26 0,03 | 10 K
STM14 4244 glpG intramembrane serine protease GIpG -1,14 0,01 5 R
STM14_4249 gldlA_ glycerol dehydrogenase; forms dimers and octamers -1,01 0,03 | 4 C
STM14_4250 - pseudogene; frameshift; putative permease -1,71 0,03 3 -
STM14_4251 ilvD putative dihydroxyacid dehydratase -2,90 0,05 | 4 E
STM14_4252 - putative dihydrodipicolinate synthetase -7,85 0,01 | 17 -
STM14_4253 - putative transcriptional regulator -4,63 0,03 3 -
STM14_4254 glgP glycogen phosphorylase -6,53 0,03 3 G
STM14 4264 gntu low affinity gluconate transporter -5,02 0,01 5 G
STM14_4272 rbskK putative transcriptional regulator -8,20 0,04 7 K
STM14 4273 - putative cytoplasmic protein -11,19 | 0,00 | 14 -
STM14_4274 - putative inner membrane protein -7,87 0,01 5 -
STM14_4275 - putative phosphotriesterase -1,00 0,02 3 -
STM14_4286 livk leucine/isoleucine/valine transporter ATP-binding subunit -1,77 0,04 4 E
STM14_4289 livH branched-chain amino acidLit\saHnsporter permease subunit 7.92 0,05 3 E
STM14_4300 rsmD 16S rRNA m(2)G966-methyltransferase -1,24 001 | 4 J
STM14 4304 zntA zinc/cadmium/mercury/lead-transporting ATPase -5,46 0,04 4 P
STM14_4305 tcp methyl—acceptln% ;?;ZTeeCZ&rg\rne citrate/phenol 478 0,04 5 N

STM14 _4309.J yhhS drug transporter, putative -8,561 0,01 6 -
STM14_4310 yhhT putative permease -6,21 0,00 | 4 R
STM14_4321 dtpB inner membrane transporter YhiP -2,30 0,02 5 -
STM14 4323 priC oligopeptidase A -8,86 0,02 9 E
STM14_4324 - putative phosphatase -4,86 0,01 3 -
STM14_4326 yhiR putative cytoplasmic protein -5,63 0,04 3 R
STM14_4328 - putative L-asparaginase -1,00 0,02 8 E
STM14_4329 dcuB anaerobic C4-dicarboxylate transporter; -4,34 0,04 | 16 G
STM14 4330 - putative sugar kinase -1,33 0,04 5 -
STM14 4331 - putative phosphosugar isomerase -4,81 0,01 3 -
STM14 4334 treF trehalase; catalyzes the hydrolysis of trehalose to glucose -5,41 0,01 4 G
STM14_ 4337 - putative phage endolysin -7,85 0,04 3 -
STM14 4338 yhjB putative transcriptional regulator -7,39 0,01 8 T

STM14_4341.RJ yhjC LysR family transcriptional regulator YhjC -4,96 0,04 6 K
STM14_4344 yhjE putative transport protein -10,93 | 0,01 3 G
STM14 4351 dctA C4-dicarboxylate transporter DctA -2,70 0,00 5 C
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STM14_4355 yhjL cellulose synthase subunit BcsC -4,94 0,02 9 R
STM14_4356 bcsC endo-1,4-D-glucanase -4,45 0,01 3 G
STM14 4358 bcsA cellulose synthase catalytic subunit -4,87 0,03 6 M
STM14 4361 - hypothetical protein -5,09 0,04 4 -
STM14_4362 yhjS putative cytoplasmic protein -5,51 0,01 8 -
STM14_ 4364 yhju putative inner membrane protein -1,40 0,01 3 -
STM14_4369 yhjVv putative transport protein -4,83 0,02 | 24 E
STM14_4372 dpgc— dipeptide transporter 1,64 | 003 | 6 -
STM14_ 4377 - hypothetical protein -8,37 0,02 3 -
STM14_4382 yhjw phosphoethanolamine transferase -4,96 0,04 | 4 R
STM14 4384 IpfD LpfD protein precursor -1,25 0,05 | 12 N
STM14_4385 IpfC long polar fimbrial outer membrane usher protein -4,48 0,02 7 N
STM14_4386 IpfB long polar fimbrial chaperone precursor -8,36 0,04 | 10 N
STM14_4389 apeE putative lipase -8,59 0,01 3 -
STM14 4392 bisC biotin sulfoxide reductase -1,60 0,03 5 C
STM14 4400 - hypothetical protein -9,99 0,01 3 -
STM14_4404 - putative acetyltransferase -1,74 0,03 8 -
STM14 4405 - pseudogene -7,82 0,01 7 -
STM14_4411 yiaH putative inner membrane protein -10,41 | 0,05 | 16 S
STM14_4412 yiaB putative inner membrane protein -7,97 0,03 7 S
STM14_ 4413 xylB xylulokinase -7,93 0,05 4 G
STM14_4414 xylA xylose isomerasi;y(l:j\stz\lyt/ozes_)t(r;?uikr;ts(zrconversion of D- 7,61 0,04 3 G
STM14_4421 avtA valine--pyruvate transaminase -5,57 0,00 3 E
STM14_4427 - putative chemotaxis protein; similar to CheA -1,15 0,02 7 -
STM14_4428 yiaM 2,3-diketo-L-gulonate F‘)I'rsfgnt:zgﬁorter small permease -2.86 0,01 6 G
STM14_4429 yiaN hypothetical protein -1,94 0,04 5 G
STM14_4436 - putative cytoplasmic protein -4,77 0,03 | 4 -
STM14 4438 aldB aldehyde dehydrogenase B -6,80 0,05 4 C
STM14_4439 - putative transcriptional regulator -11,58 | 0,04 3

STM14_4440 selB selenocysteinyl-tRNA-specific translation factor -4,63 0,01 3

STM14_4443 mtlA mannitol-specific enzyme IIABC component -5,41 0,05 | 10

STM14_4450 - putative inner membrane protein -4,44 0,04 | 13 -
STM14_4451 lldP L-lactate permease -4,61 0,04 3 C
STM14_4453 lldD L-lactate dehydrogenase -4,77 0,01 3 C
STM14_4457 - putative mandelate racemase -10,37 | 0,03 4 -
STM14 4458 - putative permease -7,89 0,03 | 14 -
STM14_4464 pmgl phosphoglyceromutase -4,35 0,00 3 G
STM14_4465 yibP hypothetical protein -8,12 0,01 3 D
STM14_4467 yibD glycosyl transferase -11,34 | 0,02 9 M
STM14_4474 waal O-antigen ligase -1,41 0,04 | 26 M
STM14_4476 waaZ lipopolysaccharide core biosynthesis protein -5,04 0,03 | 12 -
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STM14_4477 waaY lipopolysaccharide core biosynthesis protein -8,63 0,04 | 12 -
STM14_4478 waal lipopolysaccharide glucosyltransferase -7,28 0,01 6 M
STM14_4479.0 waal lipopolysaccharide 1,3-galactosyltransferase -7,59 0,04 | 11 M
STM14_4480 waaB UDP-D-galactosz:a(lglcut((:)(;;?/tlr)éliiﬁgf%?g:;ccharide-l, 6-D- 7,54 002 | 39 M
STM14_4496 rph ribonuclease PH -4,71 0,01 3
STM14 4498 yicC hypothetical protein -6,09 0,02 4 S
STM14_4499 - putative transcriptional regulator -5,63 003 | 4 -
STM14_ 4503 ligB NAD-dependent DNA ligase LigB -5,02 0,03 7 L
STMIAA807 | spoT | P O e e | 079 | oo [ 5 | T
STM14_4514 yicH putative inner membrane protein -11,31 | 0,03 3 -
STM14 4515 xylQ alpha-xylosidase Yicl -1,11 0,01 4 G
STM14_4519 - putative cytoplasmic protein -4,47 0,01 3 -
STM14_4522 sugR ATP binding protein -1,15 0,03 5 R
STM14 4524 rhuM putative cytoplasmic protein -4,86 0,03 5 R
STM14_4527 misL putative autotransporte -1,83 0,04 8 M
STM14 4528.RJ fidL Putative exported protein -1,02 0,03 6 -
STM14_4529.J marT putative transcriptional regulatory protein -8,06 0,01 9 -
STM14_4534.RJ cigR Putative inner membrane protein -4,67 0,01 3 -
STM14_4536 mgtB Mg2+ transporter -9,27 0,02 4 P
STM14_4541.R yicL Uncharacterized inner membrane transporter yicL -4,98 0,04 | 4 G
STM14_4550 zraR putative transcriptional regulator -4,81 0,02 6 -
STM14_4555 nepl ribonucleoside transporter -1,69 0,03 3 G
STM14 4559 gatY putative fructose-1,6-bisphosphate aldolase -1,18 0,04 9 G
STM14_4560 - putative sugar kinase -11,27 | 0,02 | 24 -
STM14_4561 ) putative PTS systerr;ggl‘;agrtjéc:]l;speciﬁc enzyme IIC 1157 | 0,04 | 28 G
STM14_4562 - putative periplasmic protein -3,83 0,03 | 3 G
STM14_4563 ) phosphotransferase syitg;wprgr?:rwtollfructose—specmc A 1,70 0,02 5 G
STM14_4564 - putative regulatory protein -4,55 0,02 3 -
STM14 4573 fucP putative L-fucose permease -4,61 0,03 4 G
STM14_4574 rbskK putative sugar kinase -2,23 0,01 5 G
STM14 4577 ilvB acetolactate synthase catalytic subunit -1,59 0,03 4 E
STM14_4585.RJ - Integral membrane protein -5,22 0,04 3 -
STM14_4586 emrD multidrug resistance protein D -5,05 0,02 7 G
STM14 4588.RJ dsdC D-serine dehydratase transcriptional activator -1,07 0,04 3 K
STM14_ 4591 dsdA D-serine dehydratase -7,56 0,00 3 E
STM14_4612 yhjA putative cytochrome ¢ peroxidase -4,73 0,03 | 13 (0]
STM14_ 4613 torD chaperone protein TorD -8,10 0,05 3 R
STM14_4615 torC trimethylamine N-OXidilzf)?Jl:\(i:ttase cytochrome c-like 1,61 0,01 5 c
STM14_4618 torS hybrid sensory histidine kinase TorS -4,08 0,04 | 4 T
STM14_4620 dgoA 2-oxo0-3-deoxygalactonate 6-phosphate 1,72 0.04 3 M

aldolase/galactonate dehydratase
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STM14_4625 - putative permease -5,21 0,03 | 17 -
STM14_4626 - putative mandelate racemase -5,72 0,01 3 -
STM14_4640 - putative inner membrane protein -4,33 0,01 4 -
STM14_4647 yieH 6-phosphogluconate phosphatase -1,72 0,02 4 R
STM14_4654 a'%E— shikimate 5-dehydrogenase 1,82 | 005 | 3 E
STM14_4655 OppA putative d|peptlde/ollgopeptlde_/nlckel ABC-type transport 4,27 0,03 6 )
system periplasmic component
STM14_4659 - putative permease -1,49 0,01 3 -
STM14_4677 trkD potassium transport protein Kup -1,70 0,00 6 P
STM14_4679.RJ rbsA Ribose ABC transport system -1,05 0,05 3 G
STM14_4684 hsrA putative tranport protein -1,67 0,04 6 -
STM14 4693 hdfR transcriptional regulator HdfR -4,83 0,00 6 K
STM14_4695 comM putative ATP-dependent protease -5,19 0,04 5
STM14_4698 ivG acetolactate synthase 2 catalytic subunit -7,29 0,03 9 E
STM14 4712 rhiB ATP-dependent RNA helicase RhIB degradation -5,25 0,01 8 L
STM14_4717 wzzE lipopolysaccharide biosynthesis protein WzzE -8,05 0,03 3 M
STM14 4720 rffG dTDP-glucose 4,6-dehydratase -1,78 0,01 3 M
STM14_4728 yifk putative transport protein YifK -1,61 0,01 5 E
STM14_4734 hemY putative protoheme IX biogenesis protein -1,42 0,00 5 H
STM14_4735 hemX putative uroporphyrinogen Il C-methyltransferase -4,13 0,01 4 H
STM14_4741.0 - hypothetical protein -3,73 0,00 3 -
STM14_4742 - putative inner membrane protein -5,65 0,02 4 -
STM14_4746 - pseudogene -1,16 0,01 3 -
STM14_4752 uvrD DNA-dependent helicase I -4,90 0,01 4 L
STM14_4757 rarD chloramphenicol resistance -4,84 0,04 5 R
STM14 4760 pldA phospholipase A; catalyzes the hydrolysis of 1,37 0,04 6 M
- phosphatidylcholine
STM14_4761 recQ ATP-dependent DNA helicase RecQ -5,14 0,00 3 L
STM14_4764.LR pldB lysophospholipase L2 -5,23 0,05 6 |
STM14_4766 yigM putative transport protein -1,03 0,05 3 G
STM14_4767 metR metE/metH regulator -1,27 0,01 | 12 K
STM14 4769 metE 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-- homocysteine 423 001 | 21 E
- methyltransferase
STM14 4773 dihH putative dienelactone hydrolase -5,03 0,04 3 Q
STM14_4775 rmuC DNA recombination protein RmuC -1,57 0,03 5 L
STM14_4780 tatB sec-independent translocase -4,73 0,02 3 U
STM14 4781 tatC TatABCE protein translocation system subunit -4,99 0,04 5 U
STM14_4787 assT arylsulfotransferase -1,26 0,00 | 13 -
STM14_ 4807 yihG putative endonuclease -1,96 0,03 8 |
STM14_ 4814 yihl hypothetical protein -6,25 0,01 3 S
STM14_4815.R hemN Coproporphyrinogen |l oxidase -7,91 0,00 4
STM14_4824 - putative inner membrane protein -4,85 0,02 4 -
STM14_4825 - coproporphyrinogen |1l oxidase -4,64 0,02 4 -
STM14 4826.RJ - Putative membrane-associated metal-dependent -11,10 | 0,02 | 12 -
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hydrolase

STM14_4827 - putative periplasmic protein -5,94 0,03 | 13 -
STM14 4828 - putative cytoplasmic protein -6,61 0,04 8 -
STM14 4830 E;ﬂg GPH family transport protein -4,52 0,01 | 11 -
STM14_4831 E]'ﬂ% GPH family transport protein -1,08 0,02 | 4 -
STM14 4834 manC putative isomerase -9,13 0,04 8 -
STM14 4841 rbn ribonuclease BN -5,14 0,02 3 S
STM14_4846 estA putative acetyl esterase -3,94 0,05 3 |
STM14 4849 fdhE formate dehydrogenase accessory protein FdhE -4,66 0,01 4 O
STM14_4851 fdoH formate dehydrogenase-O beta subunit -7,24 0,02 6 C
STM14 4852 fdoG formate dehydrogenase alpha subunit -1,37 0,01 | 11 C
STM14_4854 - hypothetical protein -1,34 0,00 3 -
STM14_4855 - putative inner membrane lipoprotein -4,85 0,04 | 21 -
STM14 4855.J - hypothetical protein -1,60 0,03 3 -
STM14_4857.RJ yiiG Putative lipoprotein -7,56 0,04 | 12 -
STM14 4858 - hypothetical protein -8,55 0,05 4 -
STM14_4860 azlC putative branched-chain amino acid permease -5,02 0,04 5 E
STM14 4863 fucO putative alcohol dehydrogenase -1,02 0,01 4 G
STM14 4866 rhaB rhamnulokinase -5,74 0,03 7 G
STM14_4871 rhaT rhamnose-proton symporter -10,42 | 0,02 | 4 G
STM14_4874 - putative outer membrane protein -5,62 0,01 8 -
STM14_4875 - putative C4-dicarboxylate transport system -5,38 0,03 | 11 C
STM14 4885 pfkA 6-phosphofructokinase -10,96 | 0,05 3 G
STM14_4887 sbp sulfate transporter subunit -4,78 0,04 5 P
STM14_4888 ushB CDP-diacylglycerol pyrophosphatase -4,73 0,03 | 4 |
STM14_4889 E]'i 3 putative Na+/galactoside symporter -533 | 004 | 5 -
STM14_4896 Isrk autoinducer-2 (Al-2) kinase -7,89 0,01 5 G
STM14 4897 IsrR putative transcriptional repressor -4,62 0,04 5 K
STM14 4900 IsrC putative sugar transport protein -7,12 0,04 5 G
STM14_4901 IsrD putative sugar transport protein -1,01 0,03 | 10 G
STM14 4902 IsrB putative sugar transport protein -4,41 0,03 9 G
STM14_4903 IsrF aldolase -7,46 0,01 | 12 G
STM14_4907 yiiQ putative periplasmic protein -1,14 0,00 3 -
STM14_4910 fpr ferredoxin-NADP reductase -7,01 0,03 3 C
STM14_ 4912 glpK glycerol kinase -4,87 0,04 6 Cc
STM14_4913 glpF glycerol diffusion -4,89 0,03 3 G
STM14 4918 menA 1,4-dihydroxy-2-naphthoate octaprenyltransferase -10,47 | 0,00 6 H
STM14_4919 hslU ATP-dependent protease ATP-binding subunit -8,23 0,01 5 (0]
STM14 4921 ftsN essential cell division protein -1,42 0,03 8 D
STM14 4926 - putative arylsulfate sulfotransferase -4,86 0,01 | 16 -
STM14 4928 metB cystathionine gamma-synthase -8,11 0,03 3 E
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STM14_4930 - putative inner membrane protein -11,60 | 0,05 | 11 -
STM14_4931 - putative membrane protein -1,88 0,01 | 12 -
STM14 4933 ushA putative 5'-nucleotidase/2',3'-cyclic phosphodiesterase -1,14 0,03 6 |
STM14 4936 katG hydroperoxidase -1,93 0,03 7 P
STM14_4944 frwC putative fructose-like permease EIIC subunit 2 -5,23 001 | 4 G
STM14_ 4946 pflD putative formate acetyltransferase 2 -1,49 0,01 5 C
STM14_4947 pflC pyruvate formate lyase |l activase -7,71 0,03 3 (0]
STM14_ 4952 yijP hypothetical protein -1,82 0,05 4 R
STM14_4965.J btuB vitamin B12 transport protein -1,65 0,04 6 H
STM14_4971 rrlB Large Subunit Ribosomal RNA -4,75 0,01 3 J
STM14_5010.P - - -1,55 0,04 5 -
STM14_5011 hupA transcriptional re%u,\lla)lbt\?tr)iréfnsgugtjorgiﬁlpha; histone-like 3,01 000 | 11 L
STM14_5015 hydG transcriptional regulatory protein ZraR -1,11 0,02 | 4 T
STM14_5016 purD phosphoribosylamine--glycine ligase -4,99 0,03 3 F
STM14_5029.R aceB Malate synthase -9,34 0,04 | 4 C
STM14 5035 metH B12-dependent methionine synthase -8,47 0,03 4 -
STM14_5047 - putative cytoplasmic protein -4,94 0,01 3 -
STM14 5048 - putative cytoplasmic protein -8,08 0,02 7 -
STM14_5049 - putative phage tail fiber protein H -5,30 0,01 7 -
STM14 5050 - putative phage tail protein -5,89 0,02 3 -
STM14 5054 - putative inner membrane protein -8,18 0,03 7 -
STM14_5056 rfbl putative phage glucose translocase -4,88 0,05 3 -
STM14 5065 - putative phage tail core protein -7,77 0,02 3 -
STM14_5070 - putative soluble lytic murein transglycosylase -4,81 0,05 5 M
STM14_5079 yjbH putative outer membrane lipoprotein -1,82 0,01 5 -
STM14_5121 - putative inner membrane protein -9,61 0,03 | 86 -
STM14_5122 - putative ABC-type bacteriocin/lantibiotic exporter -4,41 0,04 5 -
STM14_5126.J yjcC GGDEF family protein -7,21 0,05 7 T
STM14_5135.R yjcE Putative Na(+)/H(+) exchanger protein -4,47 0,04 5 P
STM14 5136 cidR putative transcriptional regulator -8,29 0,00 3 K
STM14 5139 actP acetate permease -11,81 | 0,00 3 R
STM14 5141 acs acetyl-CoA synthetase -4,52 0,04 4 |
STM14_5143 nrfA cytochrome c nitrite reductase -3,84 0,01 6 P
STM14_5147 nrfg formate-dependent nitrite reductase -7,22 0,05 8 (0]
STM14 5155 fdhF formate dehydrogenase -1,88 0,02 8 C
STM14 5161 proP proline/glycine betaine transporter -5,41 0,02 4 G
STM14 5166 yjdE arginine:agmatin antiporter -1,18 0,03 3 E
STM14 5167 adiY transcriptional activator -1,74 0,03 | 11 K
STM14 5169 adi catabolic arginine decarboxylase -1,63 0,05 7 E
STM14 5178 - putative anaerobic dimethylsulfoxide reductase subunit A -4,59 0,04 | 10 C
STM14 5182 - hypothetical protein -1,30 0,01 5 -
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STM14 5184 - putative inner membrane protein -7,55 0,01 | 11 -
STM14_5185.J - putative phage protein -10,05 | 0,03 7 -
STM14 5190 - putative cytoplasmic protein -7,09 0,05 8 -
STM14 5193 phoN non-specific acid phosphatase -7,86 0,02 4 |
STM14_5194 - ethyl tert-butyl ether degradation EthD -5,16 0,03 3 -
STM14 5199 dipZ thiol:disulfide interchange protein precursor -8,27 0,04 7 O
STM14_5202 aspA aspartate ammonia-lyase -5,26 0,00 | 4 E
STM14 5204 fxsA FxsA; F exclusion of bacteriophage T7 -1,83 0,04 3 R
STM14_5210 yjed putative inner membrane protein -10,41 | 0,05 9 -
STM14_5226 yjeM putative amino-acid transport protein -1,19 0,02 | 13 E
STM14 5228 kefA hypothetical protein -1,10 0,02 6 -
STM14_5239 amiB N-acetylmuramoyl-I-alanine amidase | -1,92 0,00 | 4 M
STM14_5240 mutL DNA mismatch repair protein -10,74 | 0,02 3 L
STM14_5243 hflX putative GTPase HflX -10,97 | 0,01 3 R
STM14 5244 hflK FtsH protease regulator HfIK -7,65 0,02 | 19 O
STM14 5245 hflC FtsH protease regulator HfIC -8,84 0,03 | 17 O
STM14_5249 nsrkR transcriptional repressor NsrR -7,96 0,02 3 K
STM14 5253 yjfd putative phage shock protein A -1,12 0,03 5 K
STM14_5256 yjfL putative inner membrane protein -1,65 0,03 3 S
STM14_5281.LR fkiB peptidyl-prolyl cis-trans isomerase -8,59 0,00 | 4 (0]
STute 5287 | cpan | PRl 2SI Tt 2 resptodene e | 16 | 004 | 5 |
STM14 5294 msrA methionine sulfoxide reductase A -4,85 0,02 3 O
STM14 5299 - putative permease -4,01 0,01 8 -
STM14_5300 - putative metallo-dependent hydrolase -5,27 0,02 7 -
STM14 5317 - putative dehydrogenase -3,17 0,01 7 -
STM14 5325 - putative permease -3,24 0,03 3 -
STM14_5326 - putative cytoplasmic protein -6,57 0,05 3 -
STM14_5336 - dihydroorotase -7,13 0,04 3 F
STM14_5349.R mgtA Magnesium transporting ATPase -1,18 0,03 6 P
STM14 5361 arcA arginine deiminase -8,59 0,04 6 E
STM14_5364 argl ornithine carbamoyltransferase subunit | -1,95 0,03 3 E
STM14 5369 yjigM putative acetyltransferase -9,49 0,00 7 K
STM14 5377 idnR L-idonate regulator -8,15 0,05 3 K
STM14_5379 idnO gluconate 5-dehydrogenase -2,27 0,04 | 4 Q
STM14 5380 idnD L-idonate 5-dehydrogenase -2,93 0,01 3 E
STM14 5383 yjgB putative alcohol dehydrogenase -5,48 0,02 3 R
STM14 5386 - putative DNA helicase -7,57 0,00 | 15 -
STM14_5389.R - putative cytoplasmic protein -5,23 0,01 7 -
STM14 5392 - putative type Il restriction enzyme methylase subunit -8,90 0,05 | 11 -
STM14_5393 - putative DNA repair ATPase -4,68 0,05 | 4 -
STM14 _5398.J yeeN conserved hypothetical protein -1,39 0,02 3 S
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STM14 5399 - hypothetical protein -1,19 0,04 4
STM14_5403 - putative cytoplasmic protein -1,10 0,02 7 -
STM14 5404 - putative inner membrane protein -7,55 0,01 3 -
STM14 5436 hsdS type | restriction enzyme specificity protein -3,22 0,04 5 \%
STM14_5438 hsdR type | restriction enzyme EcoKIl subunit R -1,01 0,05 3 \%
STM14 5443 VjiA putative GTP-binding protein YjiA -4,98 0,04 3 R
STM14_5445 CstA_2 putative carbon starvation protein -1,47 0,00 6 T
STM14 5452.RJ - PTS system, mannose-specific IID component -3,99 0,02 3 -
STM14 5453 | gims putative g'“C(;fnai’:g:g;;‘;‘;‘;ss‘:‘;'phOSphate 510 | 001 | 8 M
STM14_5454 ) putative gIucg?naiwérgg;rsufztroassee-&phosphate 7,26 002 | 4 )
STM14 5456 mdoB phosphoglycerol transferase | -1,35 0,02 4 M
STM14_5461.RJ yijP Putative membrane protein -10,67 | 0,03 | 4 S
STM14_5467 pleD hypothetical protein -4,09 0,01 3 -
STM14_5469.J - putative inner membrane protein -3,41 0,04 3 -
STM14_5492 stjB putative fimbrial usher protein -1,63 0,04 6 N
STM14 5493 stjiC putative periplasmic chaperone protein -1,08 0,03 5 N
STM14_5494 - putative outer membrane protein -5,57 0,05 5 -
STM14 5495 - putative outer membrane protein -7,07 0,02 5 -
STM14 5499 serB phosphoserine phosphatase -1,78 0,03 4 E
STM14_‘]5501.LR nadR NadR transcrlptlon;(lj:re]glljyllztartgrr]éflzlc;(;telnamlde-nucleotlde 1,88 0,01 3 )
STM14_5510 creC sensory histidine kinase CreC -1,48 0,03 | 3 T
STM14_5512 sthE putative major fimbrial subunit -5,54 0,01 3 N
STM14_5513 sthD putative fimbrial subunit -1,86 0,03 3 N
STM14_5514 sthB putative fimbrial usher protein -1,23 0,05 | 8 N
STM14_5515 sthA putative fimbrial chaparone -8,33 0,01 5 N
STM14 5516 - putative fimbrial chaparone -8,36 0,03 5 -
STM14_5517 - putative inner membrane protein -1,84 0,02 | 4 -
STM14_5521 lasT putative RNA methyltransferase -7,88 0,00 | 4 J
STM14 5539 orfé putative outer membrane protein -9,33 0,02 3 -
STM14_5564 SpvR regulation of spv operon -1,48 0,03 3 K
STM14 5592.J finP putative transglycosylase -10,22 | 0,03 5 -
STM14_5621 traT conjugative transfer: surface exclusion -1,07 0,04 3 -
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Tabla B. Lista de genes de S. Typhimurium requeridos para la supervivencia
intracelular en macrofagos murinos RAW264.7 y la ameba D. discoideum.
Parametros de seleccion: Log,(Te/To) < -1; P < 0,05 y M: nimero de mutantes por gen.

Macréfagos .
RAW264.7 D. discoideum
ey - Log: Log,

Locus_Tag Gen Descripcion o funcion COGs (To/To) P M (To/To) P M
STM14_0016 - putative transcriptional regulator - -4,33 0,01 6 -1,23 0,01 4
STM14 0041 - putative arylsulfatase, - -5,85 0,04 | 18 -1,24 0,02 | 11
STM14 0051 xynT putative sodium galactoside symporter - -1,40 0,05 5 -2,24 0,04 3

STM14_0063.J CitA sensor kinase CitA T -8,49 0,00 8 -5,68 0,00 4
STM14_0067 - putative citrate-sodium symporter - -1,15 0,01 3 -1,62 0,01 3
STM14_0100 - putative sulfatase - -5,88 0,01 | 13 | -1,75 0,01 5
STM14 0417 | mod DNA methylase; type Ill resriction- L 539 |000| 3| 538 |002] 3

modification system
DNA restriction enzyme; type IlI ) ) }
STM14_0418 res restriction-modification system enzyme 1,17 0,03 7 1,00 0,04 3
STM14_0438 yaiu flagellar protein M -8,06 0,02 | 10 | -1,28 0,03 | 11
STM14_0439 yaiVv putative DNA-binding transcriptional ) 7,61 0,05 3 -4,86 0,04 4
regulator
STM14_0517 - putative periplasmic protein - -1,79 0,05 | 7 -4,93 0,03 8
STM14_0518 . TPR v ek TPR : 738 | 000 | 7 | -946 | 000 | 4

putative multidrug transporter

STM14_0544 mdIA membrane\ATP-binding component

-8,39 0,01 3 -1,44 004 | 4

STM14_0614 ybbY putative purine permease YbbY F -1,14 0,02 3 -1,87 0,04 3
STM14_0667 - putative inner membrane protein - -1,38 0,04 | 3 -1,36 0,02 3
STM14 0687 | fepE | €MC e”ter"ba‘l":tg‘pga”sm” protein M 1,03 | 004 | 4 | -149 | 0,00 | 12
STM14 0725 citC citrate lyase synthetase C -8,13 0,01 5 -7,83 0,02 3
STM14_0729 dcuC C4-dicarboxylate transporter DcuC C -1,40 0,03 5 -4,67 0,04 5
STM14 0760 | fleQ p“ttfg;l’gcsr:g{i”; a5|4rg§l‘flz’t"gre”t K 452 | 002 | 6 | -120 | 003 &
STM14 0767 hscC putative heatshock protein O -6,05 0,01 4 -2,65 0,00 4
STM14_0928 sIrP leucine-rich repeat-containing protein - -7,70 0,02 8 -5,17 0,03 3
STM14 1005 acd-6 putative acyl-CoA dehydrogenase | -11,53 0,00 3 -1,22 0,04 3
STM14_1007 - putative dehydrogenase C -7,52 0,02 5 -7,18 0,01 6
STM14 1095 xasA putative amino-acid transporter E -10,59 0,04 5 -1,13 0,02 7
STM14_1105 serC phosphoserine aminotransferase H -5,29 0,04 | 6 -1,01 0,04 3
STM14_1138 - putative transcriptional regulator - -8,09 0,02 | 4 -6,65 0,04 3
STM14 1287 - putative sodium/glucose cotransporter - -1,29 0,05 5 -2,66 0,00 3
STM14_ 1295 nanT putative sialic acid transporter - -8,53 0,00 3 -8,20 0,03 3
STM14 1475 - host specificity protein - -8,85 0,00 4 -1,66 0,04 3
STM14 2431 - hypothetical protein - -7,91 0,03 3 -2,49 0,02 5
STM14_2491 - TPR repeat-containing protein - -1,32 0,00 5 -8,69 0,00 4
STM14 2575 gnd 6-phosphogluconate dehydrogenase G -5,33 0,05 5 -1,80 0,00 3
undecaprenol-phosphate
STM14_2576 wbaP galactosephosphotransferase/O- M -4,88 0,04 7 -12,83 | 0,04 | 25

antigen transferase
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STM14 2577 whaK phosphomannomutase G -5,20 0,03 | 16 -6,59 0,02 | 89
STM14 2578 | wbaM m;:;ﬁ;%aﬂ;?sg‘saete M 157 |002| 5 | -881L | 0,02 | 15
STM14_2579 wbaN rhamnosyl transferase M -5,22 0,01 6 -12,21 | 0,00 | 15
STM14_2588 | wbaC dTDP-4,deoxyrhamnose 3,5 M 491 004 | 4 | -920 | 003 | 12
— epimerase
STM14_2590 wbaD dTDP-4-dehydrorhamnose reductase M -3,27 0,01 3 -11,53 | 0,04 | 20
STM1432630'R - Putative cytoplasmic protein - -7,43 0,01 3 -4,90 0,03 5
STM14 2653 stcC putative outer membrane protein N -4,92 0,03 9 -5,99 0,04 7
STM14 2696 | mglA trgifgé?;ﬁ’;‘?@gir?;fgtgfgf;n G 515 | 000 | 3 | -755 | 0,00 | 4
STM14_2758 oafA O-antigen acetylase | -1,85 0,05 | 16 | -5/41 0,05 | 18
STM14 2809 - putative regulatory protein - -2,25 0,00 3 -5,31 0,00 6
STM14_2946 pgtE outer membrane protease M -5,41 0,03 5 -1,26 0,04 | 10
STM14 3068 yfgF putative diguanylate cyclase - -6,95 0,03 5 -1,03 0,00 3
STM14_3082.J ratB putative outer membrane protein - -8,12 0,02 3 -2,60 0,02 4
STM14_3105 - putative inner membrane lipoprotein - -5,22 0,01 7 -1,34 0,03 5
STM14 3153 pankE 2-dehydropantoate 2-reductase Q -8,30 0,02 8 -5,33 0,01 5
STM14_3154 - putative permease - -2,66 0,05 4 -1,40 0,00 4
STM14_3155 cynR putative transcriptional regulator K -1,24 0,03 3 -1,04 0,04 3
STM14_3169 mig-3 phage tail assembly-like protein - -1,06 0,00 | 5 -1,37 0,05 3
STM14 3297 - pseudogene -7,48 0,03 | 14 -7,59 0,03 7
STM14_3345 iroC putative ABC transporter protein \% -1,16 0,05 | 5 -5,50 0,00 3
STM14 3348 | iroN g:‘\:g;gﬂgggiﬂﬁ Le;iﬁ’;‘;ré’gﬁérg P 1,9 | 001| 6 | -425 | 0,04 | 3
STM14 3391 | proV glycine b;;a(;’i‘:g"si”bsupr:’it“er ATP- E 734 | 004 | 11| -131 | 005 5
STM14_3474 hilD invasion protein regulatory protein K -11,11 0,01 8 -9,66 0,01 3
STM14_3475 hilA invasion protein regulator -6,77 0,04 | 14 | -7,94 0,03 6
STM14 3477 | sptp | Protein tyr%igfagzgsggf;?rfe’ GTPase | . 413 | 003 | 9 | 847 | 002 | 4
STM14_3481 SipA secreted effector protein - -5,60 0,02 | 14 | -1,29 0,01 4
STM14_3483 sipC translocation machinery component - -2,13 0,04 | 11 | -1,64 0,05 3
STM14 3487 spaR needle complex export protein U -8,21 0,00 5 -1,04 0,05 3
STM14_3495 invA needle complex export protein U -9,41 0,01 | 26 | -3,75 0,05 | 11
STM14_3497 invG outer membrane secretin precursor N -8,10 0,04 | 14 | -8,31 0,02 5
STM14_3498.J invF invasion protein K -4,62 0,03 6 -4,35 0,05 3
STM14 3570 gudT putative D-glucarate permease G -1,91 0,03 3 -4,70 0,01 3
STM14_3610 ptr protease llI O -1,55 001 | 4 -1,02 | 0,05 | 4
STM14_ 3632 tas putative aldo-keto reductase C -1,16 0,01 4 -1,28 0,01 3
STM14_3650 Sdazc— putative transport protein E 496 | 002 | 12 | -164 | 002 | 5
STM14_3660 - hypothetical protein - -1,82 0,04 4 -7,85 0,05 4
STM14_ 3661 rcK Ail/OmpX-like protein - -5,30 0,02 4 -2,17 0,02 6
STM14 3685 - putative outer membrane protein - -1,85 0,03 7 -9,43 0,04 6
STM14_3687.J gcvP glycine dehydrogenase E -4,53 0,01 5 -1,24 0,04 4
STM14_3724 - putative malate/L-lactate - -7,21 0,02 | 4 -1,38 0,02 3

110




dehydrogenase

STM14_3767 abfT-1 putative acetyl-CoA hydrolase | -4,42 0,03 6 -1,01 0,02 3
STM14_3775.R - Putative response regulator - -1,38 0,01 5 -2,45 0,04 3
STM14 3777 - putative amino acid transporter - -5,08 0,02 3 -8,16 0,00 5
STM14_3787 - putative xylanase/chitin deacetylase - -4,77 0,04 | 5 -1,16 0,04 3
STM14 3788 - putative amidohydrolase - -11,26 0,03 5 -1,60 0,05 4
STM14_3799 ) putative methyl-par(c:)ct::irr)]ting chemotaxis ) 450 004 | 4 4,83 0,03 3
STM14_3820 - p“tatiji?aTsF;:‘ﬁEE%Tgfe’;;RNA - 387 |005| 3 | -452 | 004 3
STM14 3828 yghB hypothetical protein S -1,85 0,00 4 -2,98 0,01 5
STM14 3862 | ygiC putative g'uéigr;;oa';‘gs"’ermidi”e E 1,65 | 003 | 3 | -235 | 0,05 | 3
bifunctional glutamine-synthetase
STM14_3877 glnE adenylyltransferase/deadenyltransfera (0] -8,18 0,04 | 9 -1,57 0,03 7
se
STM14_3924 tdeD propionate/acetate kinase C -1,17 0,01 6 -1,15 0,03 4
STM14_3925 tdeC threonine/serine transporter TdcC E -7,67 0,04 | 3 -10,47 | 0,00 5
STM14_3926 tdcB threonine dehydratase E -4,85 0,02 7 -1,70 0,03 4
STM14_3945 yralL putative methyltransferase R -1,31 0,05 | 7 -4,66 0,04 5
STM14_4046 fum-1 L(+)-tartrate dehydratase subunit beta G -4,92 0,01 7 -4,69 0,05 5
STM14_4062 tldD protease TldD R -1,07 0,04 | 4 -2,58 0,02 5
STM14_4064 cafA ribonuclease G J -9,41 0,03 3 -1,89 0,01 3
STM14_4091 acrF multidrug transport protein \% -5,28 0,01 9 -1,34 0,04 3
STM14 4108 smf hypothetical protein L -1,00 0,04 8 -1,04 0,01 3
STM14_4181 tsgA hypothetical protein - -1,53 0,03 | 4 -1,10 0,02 3
STM14 4188 | biga | Puatve s“”a‘;)ergiﬁnosed virulence . 128 | 002 |18 | -423 [ 004 | 9
STM14_4215 pckA phosphoenolpyruvate carboxykinase C -4,07 0,04 4 -1,40 0,02 4
STM1434219.R yhF Transcg?\ﬁig?bianc;ﬁsgsgéﬁ[:iﬂt)ein (s1 K 8,56 002 | 3 732 | 000 | 3
STM14_4222 feoB ferrous iron transport protein B P -1,37 0,04 | 23 | -4,72 0,03 3
STM14 4232 malP maltodextrin phosphorylase G -5,39 0,02 6 -5,44 0,05 4
STM14_4251 ilvD putative dihydroxyacid dehydratase E -2,90 0,05 | 4 -1,45 0,01 4
STM14 4252 - putative dihydrodipicolinate synthetase - -7,85 0,01 | 17 -6,78 0,01 5
STM14_4253 - putative transcriptional regulator - -4,63 0,03 3 -1,55 0,02 4
STM14_4273 - putative cytoplasmic protein - -11,19 0,00 | 14 | -4,86 0,04 | 10
STM14_4304 | zntA Zi”Ct’f;r?S"F‘)iO“r’tTi‘é g‘ZrTcgg’s’fad' P 546 | 004 | 4 | 266 | 00L | 5
STM14_4323 priC oligopeptidase A -8,86 0,02 9 -1,19 0,01 4
STM14 4329 | dcuB a”ae"’bit‘r’aﬁg;)‘gftz:boxy'ate G 434 | 004 |16 | 245 | 003 ]| 6
STM14 4330 - putative sugar kinase - -1,33 0,04 5 -5,70 0,00 8
STM14 4338 yhjB putative transcriptional regulator T -7,39 0,01 8 -10,10 | 0,00 6
STM14 4351 dctA C4-dicarboxylate transporter DctA C -2,70 0,00 5 -2,81 0,00 5
STM14_4356 bcsC endo-1,4-D-glucanase G -4,45 0,01 3 -5,04 0,02 3
STM14 4369 yhjVv putative transport protein E -4,83 0,02 | 24 -1,55 0,04 | 17
STM14_4372 dpgc— dipeptide transporter - 164 | 003 | 6 | -102 | 004 5
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STM14 4384 IpfD LpfD protein precursor N -1,25 0,05 | 12 -1,12 0,01 4
STM14_4400 - hypothetical protein - -9,99 0,01 3 -4,56 0,04 | 4
STM14 4411 yiaH putative inner membrane protein S -10,41 0,05 | 16 -2,70 0,03 6
STM14 4412 yiaB putative inner membrane protein -7,97 0,03 7 -6,99 0,00 3
STM14_4427 - putative chemotaxis protein - -1,15 0,02 7 -4,43 0,05 5
2,3-diketo-L-gulonate TRAP
STM14 4428 yiaM transporter small permease protein G -2,86 0,01 6 -6,51 0,01 3
YiaM
STM14_ 4429 yiaN hypothetical protein G -1,94 0,04 5 -1,24 0,04 5
STM14_4450 - putative inner membrane protein - -4,44 0,04 | 13 | -533 0,02 6
STM14 4453 IldD L-lactate dehydrogenase C -4,77 0,01 3 -4,62 0,04 3
STM14_4457 - putative mandelate racemase - -10,37 0,03 | 4 -1,87 0,01 3
STM14_4458 - putative permease -7,89 0,03 | 14 -4,85 0,03 3
STM14_4467 yibD glycosyl transferase M -11,34 0,02 9 -1,18 0,05 6
STM14_4474 waal O-antigen ligase M -1,41 0,04 | 26 | -9,23 0,00 | 85
STM14 4476 | waaZ "p°p°'ysac‘3hag‘r’§;‘r’1re biosynthesis - 504 | 003 | 12| -106 | 0,04 | 4
STM14 4478 waal lipopolysaccharide glucosyltransferase -7,28 0,01 6 -10,06 | 0,00 | 16
STM14 4479 | waal lipopolysaccharide 1,3- 759 | 004 | 11| -9,02 | 0,01 | 11
galactosyltransferase
UDP-D-
STM14_4480 waaB | galactose:(glucosyl)lipopolysaccharide M -7,54 0,02 | 39 | -4,32 0,05 3
-1, 6-D-galactosyltransferase
bifunctional (p)ppGpp synthetase I/
STM14_4507 spoT guanosine-3',5'-bis pyrophosphate 3'- T -8,79 0,01 5 -4,72 0,03 | 10
pyrophosphohydrolase
STM14_4519 - putative cytoplasmic protein - -4,47 0,01 3 -2,26 0,01 4
STM14_4524 rhuM putative cytoplasmic protein R -4,86 0,03 5 -6,32 0,02 5
STM14_4527 misL putative autotransporter -1,83 0,04 | 8 -4,46 0,03 3
STM14_4529. | marT putative "ansgrr('ﬁgi?]”a' regulatory - 806 | 00L| 9 | -1,56 | 0,04 | 3
STM14_4536 mgtB Mg2+ transporter P -9,27 0,02 4 -5,45 0,02 | 29
STM14_4550 zraR putative transcriptional regulator - -4,81 0,02 6 -1,06 0,02 5
STM14 4559 | gaty | Putative fructose-1,6-bisphosphate G 118 | 004 | 9 | -441 | 001 3
aldolase
STM14_4560 - putative sugar kinase - -11,27 0,02 | 24 | -1,04 0,00 9
STM14 4561 ) putative PTS system galactitol-specific G 11,57 004 | 28 4,68 0,03 6
- enzyme |IC component
STM14 4564 - putative regulatory protein - -4,55 0,02 3 -6,85 0,02 3
STM14_4591 dsdA D-serine dehydratase E -7,56 0,00 | 3 -4,42 0,02 3
STM14 4612 yhjA putative cytochrome c peroxidase O -4,73 0,03 | 13 -1,78 0,03 | 13
STM14_4613 torD chaperone protein TorD R -8,10 0,05 3 -1,80 0,03 3
STM14_4625 - putative permease - -5,21 0,03 | 17 -1,17 0,01 7
STM14_4640 - putative inner membrane protein - -4,33 0,01 | 4 -6,07 0,05 3
STM14_4677 trkD potassium transport protein Kup P -1,70 0,00 6 -1,66 0,02 8
STM14_4693 hdfR transcriptional regulator HdfR K -4,83 0,00 | 6 -9,63 0,01 5
STM14_ 4712 rhiB ATP-dependent RNA helicase RhiB L -5,25 0,01 8 -4,89 0,02 5
STM14_ 4717 | wzzE lipopolysaccharide biosynthesis M 805 |003| 3| 260 | 002 4
- protein WzzE
STM14_4734 hemY putative protoheme IX biogenesis H -1,42 0,00 | 5 -1,52 0,02 3
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protein

putative uroporphyrinogen Il C-

STM14_4735 hemX methyltransferase H -4,13 001 | 4 -762 | 0,05 | 3
STM14_4742 - putative inner membrane protein - -5,65 0,02 | 4 -1,08 0,01 4
STM14_4775 rmuC DNA recombination protein RmuC L -1,57 0,03 5 -2,26 0,04 4
STM14_4787 assT arylsulfotransferase - -1,26 0,00 | 13 | -8,18 0,02 6
STM14_ 4825 - coproporphyrinogen Il oxidase - -4,64 0,02 4 -1,78 0,00 3
STM1434826.R ) Putative (q;zrggéaegfr?;;r%?éit:d metal ) 11,10 002 | 12 | -957 0,00 | 10
STM14_4827 - putative periplasmic protein - -5,94 0,03 | 13 | -1,03 0,05 4
STM14 4828 - putative cytoplasmic protein - -6,61 0,04 8 -5,36 0,03 4
STM14_4830 uidB GPH family transport protein - -4,52 0,01 | 11 | -4,72 0,05 7
STM14_ 4855 - putative inner membrane lipoprotein - -4,85 0,04 | 21 -4,98 0,01 | 10
STMLAABSTR | yiiG Putative lipoprotein - 756 | 004 |12 | 980 |004| 7
STM14_4858 - hypothetical protein - -8,55 0,05 | 4 -9,99 0,03 3
STM14_4874 - putative outer membrane protein - -5,62 0,01 8 -8,69 0,05
STM14_4875 - putative C4'dig3;?grﬁy'ate transport c 538 | 003 |11 | 913 | 001 | 6
STM14_4889 uidB putative Na+/galactoside symporter - -5,33 0,04 | 5 -2,23 0,02 7
STM14_ 4901 IsrD putative sugar transport protein G -1,01 0,03 | 10 -1,11 0,02 4
STM14_4902 IsrB putative sugar transport protein G -4,41 0,03 9 -1,02 0,05 3
STM14_4903 IsrF aldolase G -7,46 0,01 | 12 -7,32 0,04 7
STM14_ 4918 | menA 140%;*;3;":;%;:;2?;2‘;5‘& H 1047 | 000 | 6 | -444 | 005 | 4
STM14 4919 | hslU ATP'depe”de”tsﬂLOJﬁﬁse ATP-binding | 823 | 001| 5 | -1,28 | 0,00 7
STM14_4926 - putative arylsulfate sulfotransferase - -4,86 0,01 | 16 | -1,65 0,04 7
STM14 4928 metB cystathionine gamma-synthase E -8,11 0,03 3 -1,34 0,03 3
STM14_4930 - putative inner membrane protein - -11,60 0,05 | 11 | -6,94 0,01 7
STM14_4931 - putative membrane protein - -1,88 0,01 | 12 | -5,05 0,04 | 10
STM14_4933 | ushA p“ta“"epi;)”s‘;cr:ggidst‘zf; 2 3-cyelie | 114 | 003 | 6 | -104 | 001 | 4
STM14_4944 | frec | PUtativefructosedlke permease EIIC | g 523 |001| 4 | 133 | 004 | 3
STM14_4952 yijP hypothetical protein R -1,82 0,05 4 -1,16 0,03 6
STM14_5049 - putative phage tail fiber protein H - -5,30 0,01 7 -5,39 0,00 6
STM14_5054 - putative inner membrane protein - -8,18 0,03 7 -8,83 0,05 5
STM14_5070 : p“tati;‘;ﬁggfﬂigﬁfgurei” M 481 |005| 5 | -1,35 | 000 | 3
STM14_5121 - putative inner membrane protein - -9,61 0,03 | 86 | -1,01 0,02 | 60
STM14_5122 ) bacterﬁ)gé?r:;Y:nﬁggt}iy2§poner ) 441 00415 | -116 | 001 ) 4
STM14 5126.J | yjcC GGDEF family protein T 721 | 005 | 7 | -7,71 | 003 | 6
STM14 5155 fdhF formate dehydrogenase C -1,88 0,02 8 -1,27 0,03 5
STM14 5166 yjdE arginine:agmatin antiporter E -1,18 0,03 3 -2,58 0,01 4
STM14 5167 adiY transcriptional activator K -1,74 0,03 | 11 -1,19 0,04 4
STM14_5178 - putative anagrobic dimethylstifoxide c 459 | 004 | 10| -155 | 004 | 6
STM14 5184 - putative inner membrane protein - -7,55 0,01 | 11 -7,37 0,03 5
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STM14 5185.J - putative phage protein - -10,05 0,03 7 -4,39 0,02 3
STM14_5193 phoN non-specific acid phosphatase | -7,86 0,02 | 4 -9,16 0,01 6
STM14 5202 aspA aspartate ammonia-lyase E -5,26 0,00 4 -1,64 0,04 3
STM14 5210 yjed putative inner membrane protein - -10,41 0,05 9 -1,15 0,01 4
STM14_5226 yjeM putative amino-acid transport protein E -1,19 0,02 | 13 | -4,95 0,02 4
STM14 5228 kefA hypothetical protein - -1,10 0,02 6 -1,45 0,04 4
STM14_5240 mutL DNA mismatch repair protein L -10,74 0,02 3 -1,08 0,05 4
STM14 5244 hflK FtsH protease regulator HfIK O -7,65 0,02 | 19 -2,55 0,05 3
STM14_5256 yjfL putative inner membrane protein S -1,65 0,03 3 -1,37 0,01 3
STM14_5299 - putative permease - -4,01 0,01 8 -5,15 0,03 3
STM14 5300 - putative metallo-dependent hydrolase - -5,27 0,02 7 -8,43 0,04 5
STM14_5369 yigM putative acetyltransferase -9,49 0,00 | 7 -1,05 0,01 7
STM14 5380 idnD L-idonate 5-dehydrogenase -2,93 0,01 3 -8,47 0,03 4
STM14_5386 - putative DNA helicase - -7,57 0,00 | 15 | -1,18 0,02 | 10
STM14 5392 - p“ta“"ermﬁy'lgf;:{fgmf”Zyme - 890 | 005 | 11| -105 | 001 | 5
STM14_5453 | gims p“gﬁg‘é%r?;‘:g‘frﬁmglfa:;’gf::ee M 510 |001| 8 | -145 | 000 | 3
STM14_5454 - p“gﬁt(')‘é‘;r?;‘t‘g‘;srﬁml)”tfa:;‘g:’:fee - 726 | 002 | 4 | 98 |005| 3
STM14_5493 stjiC putative periplasmic chaperone protein -1,08 0,03 5 -2,08 0,05 5
STM14_5514 sthB putative fimbrial usher protein -1,23 0,05 | 8 -2,05 0,04 3
STM14_5515 sthA putative fimbrial chaparone -8,33 0,01 5 -8,18 0,02 3
STM14_5516 - putative fimbrial chaparone - -8,36 0,03 5 -9,46 0,00 3
STM14_5517 - putative inner membrane protein - -1,84 0,02 | 4 -2,23 0,02 3
STM14_5539 orfé putative outer membrane protein - -9,33 0,02 3 -1,50 0,02 3
STM14_5564 SpvR regulation of spv operon K -1,48 0,03 3 -1,26 0,02 | 10

STM14_5592. finP putative transglycosylase - -10,22 0,03 5 -8,02 0,01 | 11
STM14 5621 traT conjugative transfer - -1,07 0,04 3 -1,35 0,00 3
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