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RESUMEN

El lipopolisacarido (LPS) es un glicolipido complejo y componente mayoritario de la
membrana externa de las bacterias Gram negativo, que no solo desempefia una importante
funcién estructural, sino que también constituye la primera interfase de interaccion y
adaptacion al ambiente. En bacterias patogenas, el LPS actia como un factor de virulencia
preponderante. Su estructura, compuesta por el antigeno O, el core de oligosacéaridos y el
lipido A, es modificada en virtud de los diferentes microambientes que la bacteria enfrenta
durante la infeccidn en un hospedero. La presencia y remodelacion del LPS son fundamentales
en los procesos de adhesion y colonizacion de tejidos e invasion de células del hospedero, asi
como en la evasién y resistencia ante sus mecanismos de inmunidad. La mayoria de las
modificaciones del LPS con un impacto conocido sobre la virulencia ocurren en el lipido A,
dominio hidrofébico que lo mantiene unido a la membrana y que también es su principal
motivo bioactivo, actuando como un potente inductor de la respuesta inmune. Las variaciones
en la composicion del lipido A estdn orientadas a reducir la susceptibilidad bacteriana a
agentes antimicrobianos y/o a modular la toxicidad de la molécula, alterando su
reconocimiento como ligando del Receptor Tipo “Toll” 4.

En Salmonella, LpxO es una dioxigenasa codificada por el gen IpxO, la cual cataliza la
hidroxilacion del lipido A. Mutantes de Salmonella Typhimurium con una delecion de IpxO
manifiestan un fenotipo atenuado in vitro en macr6fagos murinos e in vivo en ratones.
Ademas, en este serovar la actividad catalitica de LpxO es inhibida por la proteina VisP, en
cuya ausencia aumenta la hidroxilacion del lipido A. La delecion del gen visP también
produce una atenuacion de S. Typhimurium. Por otro lado, en Klebsiella pneumoniae se ha
descrito que la hidroxilacién del lipido A media la resistencia a péptidos bactericidas y mitiga
la respuesta inmune de macréfagos murinos. En Salmonella las propiedades inflamatorias del
lipido A hidroxilado ain no han sido exploradas.

El objetivo de esta tesis fue caracterizar la influencia de la hidroxilacion del lipido A
sobre la virulencia de Salmonella Enteritidis, una enterobacteria patogena Gram negativo de
gran relevancia para la salud publica y la industria alimentaria, al ser actualmente el agente
etioldgico mas prevalente de la salmonelosis transmitida por alimentos en el mundo. Para esto,
se generaron mutantes de S. Enteritidis por delecion del gen visP o IpxO, siendo este ultimo
tambien sobreexpresado por complementacion en trans. El lipido A purificado desde la cepa

silvestre y las mutantes se caracterizd estructuralmente mediante espectrometria de masas

XVl



MALDI-TOF. También, se evalué la interaccion in vitro de cada cepa con macréfagos
murinos, asi como su capacidad para colonizar in vivo el intestino, tejidos linfoides
subyacentes y 6rganos internos durante una infeccion simple en ratones.

En la cepa silvestre de S. Enteritidis, se encontré que coexisten especies de lipido A
hidroxilado y no hidroxilado en una distribucion y proporcion definida. Por su parte, la
delecion de IpxO produjo sélo especies de lipido A carentes de hidroxilacion, mientras que la
sobreexpresion del gen produjo so6lo especies de lipido A hidroxiladas. Tanto la delecion como
la sobreexpresion de IpxO condujeron a una mayor fagocitosis, pero menor supervivencia
intracelular de la bacteria en macréfagos murinos y provocaron que también sufriera graves
defectos en la colonizacion intestinal y sistémica en ratones. La mutante que carece del gen
IpxO indujo una mayor secrecion de IL-6 por parte de macréfagos, indicio de que la
modificacion podria tener un efecto modulador sobre el potencial inmunogénico del lipido A
como endotoxina. Por otro lado, la delecion del gen visP no causé ningun cambio en la
hidroxilacion del lipido A de S. Enteritidis, ni tampoco alter6 la secrecién de la citoguina pro-
inflamatoria.

El efecto que la hidroxilacion tuvo sobre la respuesta inflamatoria de macréfagos es de
particular interés, pues a la fecha es la primera y Unica evidencia que existe dentro del género
Salmonella referida a que esta modificacion podria influir sobre la inmunogenicidad del lipido
A. En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que debe existir un adecuado balance en la
hidroxilacion del lipido A de S. Enteritidis, tal como ocurre en cepa silvestre, para que la

modificacion contribuya a la virulencia de la bacteria.
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ABSTRACT

Effect of lipid A hydroxylation on the interaction of Salmonella enterica serovar

Enteritidis with murine macrophages and its virulence in vivo

The lipopolysaccharide (LPS) is a complex glycolipid and a major component of outer
membrane of Gram negative bacteria. It fulfills an important structural function and also
constitutes the first interfase for interaction and adaptation to the environment. In pathogenic
bacteria, LPS acts as a preponderant virulence factor in pathogenesis. Its structure, composed
by O antigen, core oligosaccharide and lipid A, is modified in response to different
microenvironments faced by the bacterium during infection. The presence and remodeling of
LPS is essential in several processes, such as adhesion and colonization of tissues, invasion of
host cells, and evasion and resistance of host immunity. Most LPS modifications with a known
impact on virulence occur in lipid A, a hydrophobic domain that keeps LPS linked to
membrane and also corresponds to its main bioactive moiety, acting as a strong inducer of the
Immune response. Variations in lipid A composition are oriented to decrease the bacterial
susceptibility to antimicrobial agents and/or to modulate the toxicity of this molecule, altering
its recognition by Toll-like Receptor 4 (TLR4).

In Salmonella, LpxO is a dioxygenase encoded by the IpxO gene, which catalyzes the
hydroxylation of lipid A. Mutants of Salmonella Typhimurium with a deletion of IpxO show
an attenuated phenotype in vitro in murine macrophages and in vivo in mice. Moreover, in this
serovar the catalytic activity of LpxO is inhibited by VisP protein, whose absence results in
increased lipid A hydroxylation. The deletion of visP also results in attenuation of
S. Typhimurium. In addition, it has been described that lipid A hydroxylation in Klebsiella
pneumoniae mediates the resistance to bactericide peptides and decreases the immune
response of murine macrophages. In Salmonella, the inflamatory properties of hydroxylated
lipid A have not yet been explored.

The aim of this thesis was to characterize the influence that lipid A hydroxylation has
on virulence of Salmonella Enteritidis, a Gram negative pathogenic enterobacterium relevant
to public health and food industry, because it is the most prevalent etiologic agent of food-
borne salmonellosis in the world. To this end, mutant strains of S. Enteritidis were constructed
by deletion of visP or IpxO, being this latter gene also overexpressed by trans

complementation. Lipid A purified from the wild-type strain and mutants was structurally
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characterized through MALDI-TOF mass spectrometry. The in vitro interaction of each strain
with murine macrophages was also evaluated, as well as its ability to colonize in vivo the
intestine, underlying lymphoid tissues and internal organs during murine infection.

In the wild-type strain of S. Enteritidis we found that non-hydroxylated and
hydroxylated lipid A species coexist in a defined distribution and proportion. The deletion of
IpxO produced a lipid A lacking hydroxylation, whereas overexpression of this gene resulted
in a fully hydroxylated lipid A. Both deletion and overexpression of IpxO led to increased
phagocytosis, but lower intracellular survival of the bacterium in murine macrophages, and
caused severe defects in the intestinal and systemic colonization in mice. The mutant lacking
IpxO gene also induced high levels of IL-6 secretion by macrophages, suggesting that
hydroxylation has a modulatory effect on the immunogenic potential of lipid A as endotoxin.
In other hand, the deletion of visP gene did not cause any change in lipid A hydroxylation of
S. Enteritidis, or alterations in the secretion of the pro-inflammatory cytokine.

The effect of hydroxylation on the inflammatory response of murine macrophages is
particularly interesting, because this is the first and only evidence within the Salmonella genus
indicating that this modification could influence lipid A immunogenicity. Overall, the results
obtained suggest that there must be an adequate balance in the hydroxylation of lipid A of
S. Enteritidis, as in the case of the wild-type strain, so that this modification contributes to

virulence of the bacterium.
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1.-INTRODUCCION

1.1.- Generalidades sobre la infeccion por Salmonella

El género Salmonella comprende a bacilos Gram negativo que se comportan como
patdgenos intracelulares facultativos (McQuiston et al., 2008). Los miembros del género estan
agrupados en dos especies: Salmonella bongori (S. bongori) y Salmonella enterica
(S. enterica). A su vez, S.enterica se divide en las subespecies enterica (I), salamae (Il),
arizonae (l11a), diarizonae (ll1a), houtenae (IV) e indica (V1). En conjunto, ambas especies de
Salmonella pueden ser serotipificadas en mas de 2,500 serovares de acuerdo a la diversidad de
sus antigenos somaticos (O) y flagelares (H) (Brenner et al., 2000; Fierer & Guiney, 2001). El
serovar Enteritidis de S. enterica subespecie enterica (S. Enteritidis) puede infectar a un
amplio rango de hospederos, incluyendo aves, roedores y humanos (Galan, 1996),
produciendo una infeccion sistémica similar a la fiebre tifoidea en ratones y polluelos,
mientras que en humanos causa una gastroenteritis auto-limitada caracterizada por diarrea,
nauseas, vomitos, fiebre y dolor abdominal (Santos et al., 2001). En los ultimos afios,
S. Enteritidis ha surgido como el principal agente etiologico de la salmonelosis transmitida por
alimentos en el mundo, desplazando a S. enterica subespecie enterica serovar Typhimurium
(S. Typhimurium) (Guard-Petter, 2001).

Los mecanismos involucrados en la patogenicidad de S. Enteritidis no son
completamente entendidos; sin embargo, se presume su semejanza con los de S. Typhimurium
pues comparten muchos factores de virulencia, desarrollando ambas un cuadro clinico similar
de colitis en humanos y de enfermedad sistémica en ratones (Silva et al., 2012a). La infeccién
comienza por la ingestion de alimentos o agua contaminados con la bacteria, la cual sobrevive
al pH acido durante su transito a través del estbmago hacia el ileon (Garcia-del Portillo et al.,
1993). Aqui, Salmonella penetra el epitelio intestinal escapando de sales biliares, enzimas
digestivas, inmunoglobulinas A (IgA) secretadas y péptidos catidnicos antimicrobianos
(CAMPs) presentes en el lumen del intestino (Prouty et al., 2004; Michetti et al., 1992;
Selsted et al., 1992). El acceso de la bacteria a la submucosa ocurre a través de las células M
en las placas de Peyer (Jones et al., 1994), de fagocitos CD18 positivos (Vazquez-Torres et
al., 1999) o de células epiteliales no fagociticas. En este Gltimo caso, Salmonella induce su
propia endocitosis mediante proteinas efectoras, las cuales son translocadas hacia el

citoplasma de la célula hospedero por un sistema de secrecion tipo Il (T3SS) codificado en la



isla de patogenicidad 1 de Salmonella (SPI-1). Ya en el subepitelio, Salmonella es fagocitada
por células fagociticas profesionales como macréfagos y células dendriticas residentes en las
placas de Peyer (Vazquez-Torres et al., 1999). En el caso de S. Enteritidis o S. Typhimurium
en humanos, el reconocimiento de la bacteria por los macréfagos induce una respuesta
inflamatoria con secrecion de citoquinas pro-inflamatorias e infiltracion de leucocitos
polimorfonucleares (McCormick et al., 1995), limitando la infeccion al intestino. Por otro
lado, cuando S. Enteritidis o S. Typhimurium infectan a un hospedero murino y cuando
S. enterica subespecie enterica serovar Typhi (S. Typhi) infecta a humanos, la bacteria es
capaz de sobrevivir y proliferar en el interior de los macrofagos por accion de proteinas
secretadas por un segundo T3SS codificado en la SPI-2 (Ochman et al., 1996; Shea et al.,
1996; Hensel et al., 1998), pudiendo diseminarse hacia los nddulos linfaticos mesentéricos, el
bazo y el higado (Vazquez-Torres et al., 1999), asi como también hacia la médula dsea y la

vesicula biliar, donde Salmonella puede persistir (Wain et al., 2001; Sinnott & Teall, 1987).

1.2.- Adaptacion de Salmonella a distintos microambientes durante su ciclo infectivo

Conforme progresa la infeccion de Salmonella en un hospedero, la bacteria se enfrenta
a diferentes microambientes estresantes (Fig. 1). Aquellos mas importantes durante su ciclo
infectivo son: (i) un pH &cido en el estomago (Garcia-del Portillo et al., 1993); (ii) una baja
presion parcial de oxigeno, una alta osmolaridad y la presencia de sales biliares, CAMPs, IgA
y de la microbiota comensal en el intestino (He et al., 1999; Jennewein et al., 2015; Rychlik &
Barrow, 2005; Prouty et al., 2004; Michetti et al., 1992; Selsted et al., 1992; Hurley et al.,
2014); asi como (iii) una baja disponibilidad de nutrientes, una baja concentracién de cationes
divalentes, pH ligeramente &cido y la presencia de CAMPSs y especies reactivas de oxigeno
(ROS) vy nitrogeno (RNS) en el interior de los macréfagos (Alpuche-Aranda et al., 1992;
Blanc-Potard & Groisman, 1997; Bader et al., 2003; Vazquez-Torres & Fang, 2001). Todas
estas condiciones no s6lo son obstaculos que Salmonella debe superar para establecer una
infeccion efectiva, sino que ademas constituyen sefiales ambientales que, a través de cambios
en la expresion génica de la bacteria, inducen una serie de respuestas fisioldgicas, como por
ejemplo la adaptacion de su metabolismo, produccion de factores de virulencia y la
remodelacion de su envoltura (Shen & Fang, 2012; Fabrega & Vila, 2013).
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Figura 1. Microambientes a los que Salmonella esta expuesta durante su ciclo infectivo. (A) Condiciones que la
bacteria debe enfrentar extracelularmente a lo largo de su transito a través del tracto gastrointestinal de su hospedero. En
rojo se destaca la presion parcial de oxigeno como factor que controla la hidroxilacion del lipido A. (B) Condiciones que
Salmonella debe enfrentar intracelularmente luego de ser fagocitada por macréfagos. En rojo se destacan los factores que
inducen las modificaciones del lipido A dependientes de la regulacion del sistema de dos componentes PhoP-PhoQ. IgA:
inmunoglobulina A; CAMPs: péptidos catiénicos antimicrobianos; pOz2: presion parcial de oxigeno; ROS: especies reactivas

de oxigeno/nitrdgeno. Adaptado de Haraga et al., 2008 y Hebrard et al., 2011.

Al igual que en toda bacteria Gram negativo, la envoltura de Salmonella consiste en
una membrana plasmatica o interna, un espacio periplasmatico en el que esta ubicada la pared
celular bacteriana y una membrana externa asimétrica (Silhavy et al., 2010). EI componente
predominante de la cara exterior de la membrana externa es el lipopolisacarido (LPS),
constituyendo entre un 75 - 90% de su superficie (Molinaro et al., 2014; Giuliani et al., 2010).
El LPS es un glicolipido complejo de caracter anfipatico que desempefia una funcion tanto
estructural como de interaccion y adaptacion al entorno (Raetz et al., 2002). EI LPS, a través
de la modificacion de su composicion, puede conferir resistencia contra moléculas hidrofilicas
como CAMPs (Rosenfeld & Shai, 2006). Ademas, dada su localizacién, actia como la
principal interfase mediante la cual la bacteria interactia con las células de su hospedero,
siendo de importancia critica en procesos como adhesién, colonizacion y activacion de los
mecanismos de inmunidad innata y adaptativa. Esto, ya que el LPS, junto con ser uno de los
patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPS) mas conservados, es también un
potente y abundante inmundgeno (Alexander et al., 2001; Molinaro et al., 2014; Raetz et al.,
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1991; Raetz, 1993; Raetz et al., 2007). En resumen, el LPS es uno de los determinantes de

virulencia mas relevantes en infecciones por bacterias Gram negativo.
1.3.- Estructura y biosintesis del lipopolisacarido en Salmonella

El LPS es una macromolécula cuya estructura consta de tres dominios enlazados
covalentemente: el lipido A, el core de oligosacéridos y el antigeno O (AgO) (Raetz &
Whitfield, 2002; Nikaido, 2003; Raetz et al., 2007). El lipido A es el componente hidrofdbico
que ancla al LPS en la cara externa de la membrana externa. Su estructura canonica consiste
en un disacarido de glucosamina (GIcN) difosforilado y sustituido con cuatro cadenas de
acidos grasos, dos de las cuales tienen una cadena acilo como sustituyente (Raetz & Whitfield,
2002). El esqueleto de GIcN del lipido A estad glicosilado con dos residuos de acido
3-desoxi-D-mano-oct-2-ulopiranosénico (Kdo), que son las primeras azUcares que integran el
core en bacterias entéricas (Fig. 2A). A diferencia del lipido A y del core de oligosacéridos, el
AgO es un polisacarido modular con una estructura altamente variable entre bacterias Gram
negativo. La composicion del modulo del AgO, asi como su namero de repeticiones y por
ende la longitud de cadena del antigeno, varian ampliamente, incluso dentro de una misma
especie bacteriana (Raetz & Whitfield, 2002).

Figura 2. Estructura candnica del lipido A-
Kdo: de Escherichia coli y Salmonella. (A) El
lipido A estd compuesto por dos residuos de
glucosamina  (GlIcN) enlazados en un
disacarido 8 1'-6, cuyas posiciones 1y 4’ estan
fosforiladas. Las posiciones 2, 3, 2 y 3’ del
esqueleto de GlIcN soportan acilaciones
primarias de grupos  R-3-hidroximiristoil
(3-OH-C14). Las cadenas 3-OH-Ci4 de las
posiciones 2° y 3, estdn a su vez
respectivamente sustituidas con los grupos
laurato (C12) y miristato (C+4), como acilaciones
secundarias. Finalmente, el lipido A esta
glicosilado en la posicion 6" del esqueleto de
GleN  con dos residuos de 4cido
¢ 1 y 3-desoxi-D-mano-oct-2-ulopiranosonico  (Kdo),
: C Yy (K« los cuales son las primeras de las 8-15

14 1 4 azucares que comunmente integran el core de
| 44 1‘*4 12 14 = enterobacterias (Raetz & Whitfield, 2002). (B)
B — El carbono 2 de la cadena secundaria 3’ del
lipido A es hidroxilado por la enzima LpxO, generando el motivo 2-hidroximiristato (Gibbons et al., 2000; Gibbons et al., 2005;
Gibbons et al., 2008). A diferencia de Salmonella, el lipido A de E. coli no sufre esta hidroxilacién ya que el gen IpxO esta
ausente en el genoma de la bacteria (Gibbons et al., 2000). Adaptado de Needham & Trent, 2013.

Lipid A
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A pesar que el LPS esta localizado sobre la superficie bacteriana, su ruta biosintética
comienza en el citoplasma a través de un proceso complejo que demanda la participacion de
muchas enzimas y proteinas estructurales codificadas por méas de 50 genes, las que participan
en reacciones de sintesis, exportacion y ensamblaje (Raetz & Whitfield, 2002; Samuel &
Reeves, 2003). Nueve de estos genes, con una expresion conservada en enterobacterias,
codifican enzimas que operan secuencialmente en la biosintesis del lipido A-Kdo,, la cual
transcurre en el citoplasma y sobre la cara interior de la membrana plasmética (Raetz &
Whitfield, 2002; Wang & Quinn, 2010; Valvano, 2015). La sintesis del LPS prosigue con la
adicion sucesiva de azlcares sobre el lipido A-Kdo, por accion de una serie de
glicosiltransferasas asociadas a membranas, hasta generar el lipido A-core (Roncero &
Casadaban, 1992; Schnaitman & Klena, 1993; Wang & Quinn, 2010). La molécula de LPS se
completa en el periplasma, donde el AgO ya polimerizado (Woodward et al., 2010) es ligado
al lipido A-core (Whitfield et al., 1997; Abeyrathne et al., 2005). El LPS naciente anclado
sobre la cara exterior de la membrana interna es movilizado hacia la cara interior de la
membrana externa, desde donde es translocado hacia la cara externa (Bos et al., 2004; Wu et
al., 2006; Sperandeo et al., 2007; Sperandeo et al., 2008; Ma et al., 2008; Ruiz et al. 2008).
Por lo tanto, el LPS esta directamente expuesto al medio ambiente, lo que sumado a su gran
abundancia y a su calidad de factor de virulencia y MAMP, lo convierte en un elemento
fundamental en la interaccion patdgeno-hospedero. De esta forma, la modificacién de su
estructura en respuesta a los distintos ambientes que Salmonella enfrenta durante su ciclo

infectivo es preponderante para la patogénesis de la bacteria.

1.4.- Modificacion del lipopolisacarido y su repercusion sobre la patogénesis de

Salmonella

Ademas de la gran cantidad de genes que codifican proteinas participantes en la
sintesis y transporte del LPS, también existen algunos que codifican proteinas encargadas de la
modificacion de su estructura, favoreciendo la adaptacion de la bacteria a su entorno (Wang &
Quinn, 2010). Como ya se mencion0, al interior de su hospedero Salmonella debe soportar un
pH extremadamente acido en el estdbmago; una alta osmolaridad, baja tension de oxigeno y la
presencia de agentes bacterioliticos en el intestino; y un bajo pH y escasez de cationes
divalentes dentro de los macrofagos. También debe evadir y/o resistir los mecanismos

inmunitarios durante su diseminacion sistémica (Haraga et al., 2008; Hébrard et al., 2011). La



remodelacion estructural del LPS constituye una de las estrategias que la bacteria emplea para
sortear dichos desafios en cada etapa de la infeccion.

El AgO y la region core estan involucrados en muchos de los aspectos en que el LPS
contribuye a la infeccion de Salmonella. En S. Typhimurium, el AgO tiene influencia sobre la
colonizacion intestinal (Nevola et al., 1985), la virulencia en el modelo murino (Miller et al.,
1989; Murray et al., 2003) y la resistencia a la actividad citotoxica de neutréfilos humanos
(Okamura & Spitznagel, 1982). También el AgO proporciona, de acuerdo a su densidad y
longitud de cadena, resistencia a la lisis medida por el sistema del complemento en muchos
serovares de Salmonella (Grossman et al., 1987; Murray et al., 2003; Murray et al., 2005;
Murray et al., 2006; Bravo et al., 2008), ya sea impidiendo su activacion por la via clésica al
cubrir el lipido A-core (Clas & Loos, 1981) o activando la via alternativa lejos de la superficie
celular, lo que previene la insercion del complejo de ataque de membrana en la membrana
externa (Joiner et al., 1982a; Joiner et al., 1982b; Joiner et al., 1986). Puntualizando, en los
serovares Typhi, Typhimurium y Enteritidis, la distribucién del largo de cadena del OAg es
clave para resistir la accion litica del complemento (Bravo et al., 2008). Las propiedades del
AgO pueden ser afectadas por modificaciones covalentes, como ocurre en S. Typhimurium,
donde la glicosilacion del AgO puede potenciar la permanencia de la bacteria en el intestino
(Bogomolnaya et al., 2008) y su acetilacion evitar su reconocimiento por inmunoglobulinas
(Kim & Slauch, 1999). A pesar que el AgO y el core sufren muchas transformaciones, la
mayoria de las modificaciones del LPS conocidas por alterar la virulencia se producen en el
lipido A (Fig. 3).

El lipido A, llamado también endotoxina por sus efectos patolégicos sobre mamiferos,
es el principal componente bioactivo del LPS (Galanos et al., 1985), siendo el motivo minimo
requerido para la activacion del Receptor Tipo “Toll” 4 (TLR4), integrante de la familia de
receptores TLR que reconocen diferentes MAMPs (Molinaro et al., 2014). La via de
sefializacion del TLR4 conduce a la expresion de muchos genes que codifican efectores
inflamatorios mediante la translocacion del factor transcripcional NF-xB al nucleo. Estos
genes incluyen los que codifican citoquinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a), la interleuquina 6 (IL-6) (Takeuchi & Akira, 2010) y la interleuquina 1B
(IL-1B) (Dinarello, 1991). IL-6 es una citoquina pleiotrépica que, ademés de sus propiedades
pro-inflamatorias canonicas, tiene funciones anti-inflamatorias y regenerativas (Scheller et al.,
2011). Es principalmente secretada por macrdéfagos (monocitos) y en una etapa temprana de la

respuesta inmune estimula a macréfagos, neutréfilos y algunos tipos de células T a través de la



unién a un receptor de membrana. En una etapa tardia, la sefializacion se expande a multiples
tipos celulares, incluyendo algunos no inmunes como células endoteliales, mediante la union a
una version soluble de su receptor (Rose-John, 2017). En sinergismo con TNF-a e IL-1p, IL-6
promueve el reclutamiento de neutrdfilos hacia tejidos infectados, como caracteristicamente
ocurre en el intestino durante la infeccién por Salmonella (McCormick et al., 1995; Scheller et
al., 2011).

La opsonizacion, la lisis por el complemento, la sintesis y secrecion de quimioquinas y
CAMPs, la induccion de moléculas de adhesion, la migracion de células inmunes al sitio de
infeccion y la fagocitosis de microorganismos con su consiguiente degradacion en el
fagosoma, también son procesos inducidos por la cascada de sefializacion del TLR4 (Ernst et
al., 2001). Todos estos eventos son parte de una respuesta inmunoldgica orientada a la
eliminacion del patégeno; sin embargo, ante la circulacion de una gran cantidad de LPS se
puede producir una reaccién inflamatoria exacerbada capaz de causar la muerte del hospedero
por shock séptico (Freudenberg et al., 2001; Liu & Malik, 2006).

Como ligando del TLR4, el lipido A puede desarrollar una respuesta agonista o
antagonista dependiendo estrictamente de su estructura (Akashi et al., 2001; Walsh et al.,
2008; Ohto et al., 2012), en términos del nimero y distribucidn de cadenas acilo, el patron de
fosforilacion y la presencia de sustituyentes cargados o neutros sobre los fosfatos terminales
(Brandenburg, et al., 1993; Seydel et al., 2000).

Algunas bacterias patégenas pueden remodelar su lipido A (Fig. 3), incorporando,
removiendo o modificando sus grupos fosfato y/o cadenas acilo para producir variantes
alternativas que permitan superar los mecanismos inmunolégicos del hospedero, como
CAMPs o la respuesta inflamatoria activada por el TLR4 (Wang & Quinn, 2010). En
Salmonella no existen ortdlogos conocidos de IpxE o IpxF de Francisella ni de otros genes
que codifiquen enzimas que puedan escindir los fosfatos del lipido A (Kong et al., 2012); no
obstante, hay enzimas como ArnT o EptA que pueden modificarlos, aminorando la
susceptibilidad a CAMPs (Gunn et al., 1998; Trent et al., 2001a; Lee et al., 2004). Salmonella
también dispone de las enzimas PagP y PagL, que modulan el agonismo del lipido A sobre el
TLR4 a través de la incorporacion o eliminacion de algunas de sus cadenas de &cidos grasos,
respectivamente (Trent et al., 2001b; Kawasaki et al., 2004; Kawasaki et al., 2005). La
expresion de los genes que codifican muchas de las enzimas implicadas en la modificacion del
lipido A es controlada por los sistemas de dos componentes PmrA-PmrB y/o PhoP-PhoQ, que

estan asociados a la regulacion de la virulencia bacteriana, entre otras funciones (Miller et al.,



1989; Gunn et al., 2000; Gunn, 2008). Estos sistemas se activan en ambientes con una baja
concentracion de cationes divalentes y pH ligeramente acido, condiciones a las que
tipicamente la bacteria estd expuesta durante la etapa intracelular de la infeccion (Alpuche-
Aranda et al., 1992; Soncini et al., 1996; Wosten et al., 2000; Needham & Trent, 2013). Por
otra parte, hay enzimas que participan en la remodelacion del lipido A cuyos genes no son
regulados por PhoP-PhoQ o PmrA-PmrB, como LpxR y LpxO. LpxR escinde dos
sustituyentes acilos del lipido A, lo que reduce su capacidad de activar el TLR4 (Reynolds et
al., 2006; Kawano et al., 2010). Por su parte, LpxO hidroxila una de las cadenas acilo del
lipido A (Gibbons et al., 2000; Gibbons et al., 2008). Esta hidroxilacion se ha vinculado a una
disminucion de la permeabilidad de la membrana (Nikaido, 2003; Murata et al., 2007), pero su

posible repercusion sobre la interaccion del lipido A con el TLR4 no ha sido reportada.
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1.5.- Modificacion del lipido A por la enzima LpxO

En muchas bacterias Gram negativo, como algunas especies de los generos Salmonella,
Klebsiella, Bordetella, Pseudomonas y Legionella, entre otros, el lipido A contiene cadenas

2-hidroxiaciladas (Gibbons et al., 2000). En todas estas especies bacterianas existe uno o mas
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ortdlogos del gen IpxO, que codifica una proteina de 302 aminoacidos con regiones
hidrofobicas en sus extremos N- y C-terminal, las cuales constituyen dos dominios de
transmembrana hipotéticos (Gibbons et al., 2008). LpxO se ubica en la superficie
citoplasmatica de la membrana interna (Doerrler et al., 2004; Gibbons et al., 2008) y utiliza
oxigeno diatémico (O,) como sustrato y Fe?* y a-cetoglutarato como cofactores para catalizar
la hidroxilacion del carbono 2 de la cadena secundaria 3’-miristato del lipido A,
transformandola en el grupo 2-hidroximiristato (Fig. 4) (Gibbons et al., 2000; Gibbons et al.,
2008). La presencia de 2-hidroximiristato en el lipido A se ha relacionado con una menor
permeabilidad de la membrana externa frente a iones organicos (como el anion etidio), lo que
se atribuye a la facilidad para establecer enlaces por puente de hidrdgeno entre los grupos
hidroxilo (OH) (Nikaido, 2003; Murata et al., 2007).

A diferencia de muchas de las otras modificaciones del lipido A, la sintesis de
2-hidroximiristato es independiente del control transcripcional de los sistemas PhoP-PhoQ y
PmrA-PmrB. Si bien la expresion de IpxO es inducida por una version de PhoP
constitutivamente activa (alelo pho-24), una version equivalente de PmrA no tiene el mismo
efecto. Ademas, en mutantes nulas para phoP o pmrA, la transcripcion del gen IpxO
permanece en niveles silvestres, siendo suficiente para mantener la biosintesis de
2-hidroximiristato (Gibbons et al., 2005). Es probable que la induccién de IpxO observada en
presencia del alelo pho-24 sea indirecta, pues andlisis bioinforméaticos no revelan secuencias
hipotéticas de union a PhoP en la region promotora del gen IpxO (Fernandez et al., 2018). Por
otra parte, la hidroxilacién del lipido A es dependiente de la disponibilidad de oxigeno,
teniendo en aerobiosis una abundancia predominante que decae significativamente en
anaerobiosis; sin embargo, la modificacion sélo se pierde por completo cuando IpxO es
delecionado (AlpxO) (Gibbons et al., 2000; Gibbons et al., 2005; Fernandez et al., 2018). El
efecto de la carencia de O, sobre la hidroxilacion del lipido A trasciende a la simple
disponibilidad de éste como sustrato de LpxO, pues los reguladores globales de respuesta a
oxigeno Fnr y ArcA se unen a cajas en el promotor de IpxO, ejerciendo un control
transcripcional directo sobre la expresion del gen en S. Enteritidis (Fernandez et al., 2018).

En otro nivel de regulacion, se ha descrito una proteina periplasmatica llamada VisP
(Virulence and Stress-related Periplasmatic Protein), codificada por el gen visP (formalmente
ygiW), la cual interactua fisicamente con LpxO inhibiendo su catélisis enzimatica en
S. Typhimurium. La delecion del gen visP en S. Typhimurium produce un aumento

significativo en la hidroxilacion del lipido A, afectando la resistencia a agentes estresores y la



virulencia de la bacteria (Moreira et al., 2013). La mutante AvisP de S. Typhimurium presenta
una menor supervivencia intracelular en macréfagos murinos J774 en comparacion a la
mutante AlpxO y la mutante doble AvisP AlpxO, las que igualmente tienen una supervivencia
menor respecto a la cepa silvestre. Asimismo, la mutante AvisP resulta atenuada tanto en el
modelo de colitis como en el de infeccion sistémica en ratones BALB/c, lo que en menor
grado también sucede con la mutante AlpxO y con la mutante doble AvisP AlpxO (Moreira et
al., 2013). Esta evidencia sugiere que el exceso o la deficiencia de lipido A hidroxilado en
referencia al fenotipo silvestre, es perjudicial para la virulencia de S. Typhimurium en su
interaccion con el hospedero. Aunque la supervivencia de las mutantes dentro de macréfagos
fue investigada, no se evalué el potencial que las variantes de lipido A (con y sin 2-
hidroximiristato) tienen como endotoxina sobre la activacion del TLR4. Al respecto, en
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) se ha observado que la modificacion catalizada por
LpxO media la resistencia a CAMPs y reduce la respuesta inflamatoria de macréfagos
murinos estimulada por el TLR4, ya que mutantes AlpxO inducen una mayor activacion de
NF-kB ¢ intensifican la liberacion de TNF-a (Llobet et al., 2015). Este ultimo fendmeno no ha

sido estudiado en Salmonella.
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Figura 4. Reaccion de hidroxilacion catalizada por la enzima LpxO sobre el lipido A de Salmonella. Se muestran el
sustrato y cofactores empleados por la enzima LpxO para hidroxilar al lipido A en una de sus cadenas acilo, asi como los
productos derivados de la reaccion (ver Seccion 1.5).
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2.- HIPOTESIS

El lipopolisacérido es el principal componente de la cara extracelular de la membrana
externa en bacterias Gram negativo y corresponde a un importante factor de virulencia. La
estructura del LPS, que consta del antigeno O, el core de oligosacaridos y el lipido A, es
remodelada en virtud de los diferentes microambientes que la bacteria debe enfrentar durante
la infeccion, permitiendo la evasion y/o resistencia a las defensas inmunes del hospedero.
Particularmente, la modificacion del lipido A por accién de un conjunto de enzimas
proporciona resistencia a CAMPs y disminuye la respuesta inflamatoria mediada por la
activacion del TLR4. La enzima LpxO cataliza la hidroxilacion de una de las cadenas acilo del
lipido A, produciendo el sustituyente 2-hidroximirirtato. En S. Typhimurium, donde la
actividad enzimética de LpxO es controlada por la proteina VisP, la falta o exceso de lipido A
hidroxilado en relacién a la cepa silvestre causa una menor supervivencia intracelular en
macrofagos murinos y una atenuacion de la bacteria in vivo, ya sea en un modelo de colitis o
de infeccion sistémica en ratones. Adicionalmente, la hidroxilacion también podria tener un
efecto en el agonismo del lipido A sobre el TLR4, como ocurre con otras modificaciones en
sus cadenas de acidos grasos. En ese sentido, recientemente se ha reportado que cepas de
K. pneumoniae con un lipido A no hidroxilado experimentan una susceptibilidad exacerbada
hacia CAMPs e inducen una mayor activacion del TLR4. El potencial inflamatorio que tiene
el lipido A, dependiendo de su grado de hidroxilacion, se ha descrito para K. pneumoniae,
donde mutantes con un lipido A sin hidroxilar estimulan una respuesta inflamatoria acentuada
in vitro e in vivo en un modelo murino. Sin embargo, hasta la fecha este fendmeno todavia no
se ha estudiado en el género Salmonella. En base a los antecedentes mencionados, se formula

la siguiente hipdtesis:

“La modificacion covalente 2-hidroximiristato del lipido A de Salmonella Enteritidis
favorece la internalizacion y supervivencia intracelular e induce una menor secrecion de
citoquinas pro-inflamatorias en macrofagos murinos, conduciendo a una mayor virulencia de

la bacteria in vivo en ratones”
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3.- OBJETIVO GENERAL
Determinar que el motivo 2-hidroximiristato del lipido A contribuye a la virulencia de
Salmonella Enteritidis durante la infeccion en ratones, al favorecer su internalizacion y
supervivencia intracelular en macréfagos murinos, junto con mitigar la secrecion de citoquinas
pro-inflamatorias inducida por la bacteria.

4.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar si la modificacion 2-hidroximiristato del lipido A de Salmonella Enteritidis

tiene un efecto sobre la internalizacién y supervivencia intracelular de la bacteria en

macréfagos murinos.

La internalizacion y supervivencia intracelular de S. Enteritidis en macréfagos murinos
RAW?264.7, se evaluard mediante un ensayo de proteccion a gentamincina con la cepa
silvestre, la mutante AlpxO y la mutante complementada en trans, realizando un recuento

bacteriano a distintos tiempos de infeccion.

2. Determinar cémo impacta el motivo 2-hidroximiristato sobre la capacidad del lipido A de

Salmonella Enteritidis para estimular la secrecién de citoguinas pro-inflamatorias en

macrofagos murinos.

La inmunogenicidad del lipido A de S. Enteritidis se estudiard en funcién de la
secrecion de IL-6 como marcador pro-inflamatorio en el sobrenadante de cultivo de
macréfagos murinos RAW264.7 infectados con la cepa silvestre y las mutantes AvisP y
AlpxO. IL-6 induce el reclutamiento e infiltracion de PMN, un evento caracteristico de la

gastroenteritis causada por Salmonella (McCormick et al., 1995).

3. Evaluar si la modificaciéon 2-hidroximiristato del lipido A ejerce una influencia sobre la

virulencia de Salmonella Enteritidis in vivo en un modelo murino de infeccion.

La virulencia de S. Enteritidis in vivo, en funcién de su capacidad para colonizar el
intestino y oOrganos internos (bazo e higado), se medird a través de la recuperacién de la
bacteria desde dichos tejidos en un ensayo de infeccion simple en un modelo murino de colitis,
desarrollado en ratones C57BL/6 tratados con estreptomicina e inoculados por via oral con la

cepa silvestre, la mutante AlpxO y la mutante complementada en trans.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Reactivos

A continuacion se sefialan los proveedores y los insumos adquiridos desde cada uno

para el desarrollo de esta tesis.

BIOTIUM (CA, EEUU): Tincién fluorescente para 4cido nucleicos GelRed ™.

Becton, Dickinson and Company (MD, EEUU): Bacto-Agar.

Biological Industries (CT, EEUU): Mezcla tripsina-EDTA 10x y suero fetal bovino (FBS).

Corning Inc. (NY, EEUU): Medio DMEM 1x y tampdn fosfato salino (PBS) 1x.

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

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

Invitrogen Life Technologies (CA, EEUU): DNA polimerasa Tag, acrilamida,

N, N’-metilenbisacrilamida ultrapura, agarosa ultrapura, TRIzol y proteinasa K.

Gibco (NY, EEUU): Colorante azul de tripan.

Merck (NJ, EEUU): Cloruro de sodio (NaCl), sulfato de magnesio heptahidratado
(MgSO4x7H,0), acido citrico monohidratado, acetato de sodio (NaCH3COO), fosfato de
amonio y sodio tetrahidratado (NHsNaHPO4x4H,0), glucosa, cloroformo (CHCI3), cloruro de
potasio (KCI), cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl,x6H,0), glicerol, acido clorhidrico
fumante (HCI), isopropanol, &cido acético glacial (CH3COOH), meta-peryodato de sodio
(NalOy4), hidroxido de sodio (NaOH), amoniaco 25% (NH3;), nitrato de plata (AgNO3),
formaldehido, etanol absoluto, fosfato monoacido de potasio trihidratado (K;HPO4x3H,0),
metanol, solucion amortiguadora TAE 50x y filtros Millipore de 0,22 pum.
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New England Biolabs (Ipswich, MA, EEUU): Estandares de peso molecular de DNA de

100 pb y 1 Kb para electroforesis de acidos nucleicos.

Promega (WI, EEUU): “GoTaq Green Master Mix”, desoxinucle6tidos trifosfato (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) para PCR.

Qiagen (CA, EEUU): El sistema comercial para purificacion de productos de PCR “QIAquick
PCR Purification Kit” y el sistema comercial para extraccion de DNA plasmidial “QIAprep
Spin Miniprep kit”.

R&D Systems Inc. (MN, EEUU): El sistema comercial “Mouse IL-6 DuoSet® ELISA”,

microplacas de 96 pocillos y solucion de sustrato para inmunoensayo con deteccion

enzimatica.

Sigma Chemical Co. (MO, EEUU): kanamicina (Kan), ampicilina (Amp), gentamicina (Gm),

arabinosa, azul de bromofenol, xilencianol, &cido etilendiaminotetraacético (EDTA),
ribonucleasa A y sistema comercial de extraccion de DNA gendémico “GenElute™ Bacterial
Genomic DNA Kit”.

US Biological (Swampscott, MA, EEUU): Dodecilsulfato de sodio (SDS), Tris base y tricina.

Thermo Scientific (HyClone). (IL, EEUU): Solucién antibi6tica/antimicotica 100x y los

sistemas comerciales para clonamiento “pBAD TOPO™ TA Expression Kit” y “One Shot™
TOP10 Chemically Competent E. coli”.

5.2.- Cepas bacterianas

Todas las cepas bacterianas utilizadas durante el desarrollo de esta tesis se resumen en
la Tabla 1.

5.3.- Plasmidios

Los distintos plasmidios usados durante el desarrollo de esta tesis se sefialan a

continuacion (Tabla 2).
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Tabla 1. Cepas bacterianas.

Salmonella enterica serovar Typhi

Cepa | Genotipo/Fenotipo Relevante | Origen
STH2370 Cepa silvestre Stock .
laboratorio
Salmonella enterica serovar Enteritidis
Cepa | Genotipo/Fenotipo Relevante | Origen
NCTC13349 Cepa silvestre Stock .
laboratorio
AlpxO AlpxO::FRT Este trabajo
pBAD-TOPO pBAD-TOPO (AmpR). Cepa silvestre transformada con el vector vacio. Este trabajo

AlpxO/pBAD-TOPO AlpxO::FRT/pBAD-TOPO (AmpR). Cepa AlpxO transformada con el vector vacio.  Este trabajo

Este trabajo

AlpxOlpBAD::IpxO AlpxO::FRT/pBAD::[pxO (AmpR). Cepa AlpxO transformada con el gen JjpxO Este trabajo
silvestre de S. Enteritidis NCTC 13349, clonado en el vector pBAD-TOPO.

AphoN AphoN::aph (KanR)

AlpxO AphoN AlpxO::FRT AphoN::aph (KanR)

AphoN/pBAD-TOPO AphoN::aph (KanR)/pBAD-TOPO (AmpR)

AlpxO AphoNIpBAD- AlpxO::FRT AphoN::aph (KanR)/pBAD-TOPO (AmpR)
TOPO

AlpxO AlpxO::FRT AphoN::aph (KanR)/pBAD::[pxO (AmpR)
AphoNIpBAD::lpxO

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

AvisP AvisP::FRT Este trabajo
Escherichia coli
Cepa | Genotipo/Fenotipo Relevante | Origen
BW25113/pKD46 A(araD-araB)567 AacZ4787 laclp-4000(/ac/Q) A-poS396(Am) rph-1 A(rhaD- Stock
rhaB)568 rrB-3 hsdR514/pKD46. Cepa portadora del plasmidio pKD46 laboratorio
DH5a/pCP20 F-phi80 lacZM15 endA recA hsdR(r-k m-«) supE thi gyrA relA A(lacZYA- Stock
argF)U169/pCP20. Cepa portadora del plasmidio pCP20 laboratorio
DH5a A pirlpCLF4 endA1 hsdR17 supE44 thi-1 recA1 gyrA relA1 A(lac-argF)U169 deoR phi80 Stock
A(lac)M15 A pirlpCLF4. Cepa portadora del plasmidio pCLF4 laboratorio
Tabla 2. Listado de plasmidios.
Plasmidio | Descripcién | Origen
pKD46 bla Peap gam bet exo oriRpSC101(TS), AmpR (GenBank AY048746) Datsenko & Wanner,
2000
pCP20 bla cat cI857 Ipr fip pSC101 oriTS, AmpR, CamR Datsenko & Wanner,
2000
pCLF4 bla FRT aph FRT PS1 PS2 oriR6K, AmpR, KanR, promotor T7 (GenBank Santiviago et al., 2009
EU629214)

pBAD-TOPO  Vector comercial de expresion, AmpR

pBAD::jpxO  Vector pBAD-TOPO con el gen silvestre IpxO de S. Enteritidis NCTC13349
clonado, AmpR

Thermo Scientific

Este trabajo
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5.4.- Partidores

Los oligonucledtidos partidores empleados para PCR y mutagénesis durante el

desarrollo de tesis se presentan a continuacion (Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucleétidos partidores para PCR y mutagénesis.

Nombre | Secuencia 53’ | Origen
IpxOH1P1 AAGGACAGTGACGTTATGTTCGCAGCAATCATTATCGGTAGTGCAGGCTGGAGCTGCTTC Fernandez
I[pxOH2P2 TACCGCGGCCCGGCTTCAGAGGAGGCTGARAAAGGATTATCCATATGAATATCCTCCTTAG etal, 2018
IpxO Outb TTTCATCTCCATCATGCCAA Ferndndez
IpxO Out3 CGGATGGATAGACTCAAGGC etal., 2018
visPH1P1 TTACGGATTCACTTTACGAATCTGTTTTACGTCGATTTCGGTGCAGGCTGGAGCTGCTTC Este
visPH2P2 ATGAAAAAATTAGCTGCAATCGTTGCCGTTATGGCACTGTCATATGAATATCCTCCTTAG trabajo
visPOUT-F CGCTCCAGACGGTAAACTGC Este
visPOUT-R CGCAGGCGATGTACAGAAAA trabajo
pBAD-FP ATGCCATAGCATTTTTATCC Thermo
pBAD-RP CCTGATACAGATTAAATC Scientific

Los segmentos subrayados en la secuencia de algunos partidores corresponden a las secuencias que hibridan con las
regiones P1y P2 presentes en el plasmidio pCLF4.

5.5.- Medios y condiciones de cultivo bacteriano

Las cepas bacterianas se propagaron rutinariamente a 37°C en medio Luria-Bertani
(LB; extracto de levadura 10 g/L, triptona 5 g/L, NaCl 10 g/L), suplementado con Bacto-Agar
15 g/L como gelificante. Los indculos para los distintos ensayos experimentales se prepararon
en caldo LB y se incubaron con agitacion a la misma temperatura. Cuando se requirid, el
medio LB se suplementd con los antibidticos ampicilina (Amp; 100 pg/mL) o kanamicina
(Kan; 75 pg/mL) para seleccionar y/o propagar bacterias transformantes o mutantes. Los
indculos cuya biomasa se destind a la extraccion de LPS y purificacion de lipido A se
cultivaron en medio minimo E (MgSO4x7H,0 0,2 g/L, &cido citrico monohidratado 2 g/L,
K,;HPO,x3H20 10 g/L y NaNH4HPO4x4H,0O 3,5 g/L) suplementado con glucosa 0,2% e

incubados a 37°C con agitacion orbital vigorosa, para asegurar su oxigenacion.

5.6.- Lineas celulares eucariontes

Las lineas celulares eucariontes utilizadas en esta tesis se especifican a continuacion
(Tabla 4).
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Tabla 4. Lineas celulares eucariontes.

Linea Celular Descripcion Origen

Macréfagos Linea de macrofagos murinos adherentes, derivada de un tumor inducido European Collection of

RAW264.7 por la infeccién del virus de la Leucemia Murina de Abelson en ratones Cell Cultures (ECACC)
BALB/c.

5.7.- Medios y condiciones de cultivo de células eucariontes

Macrofagos murinos RAW264.7 conservados a -80°C se cultivaron inicialmente en
botellas de cultivo celular de 25 cm? con medio DMEM, suplementado con suero fetal bovino
(FBS) 20% vy solucion antibidtica/antimicotica 1x. Cuando los macrdéfagos alcanzaron una
confluencia de 90-100%, se transfirieron a botellas de cultivo celular de 75 cm?, donde se
subcultivaron rutinariamente en medio DMEM suplementado con FBS 10% hasta el traspaso
N° 25. La incubacion de las células se efectu6 a 37°C en una atmdsfera controlada con una
presion parcial de CO, de 5% (v/v). El traspaso de los macrofagos se realizd por
desprendimiento enzimatico mediante un tratamiento de 10 min con tripsina 25% en PBS 1x,
previo a lo cual se eliminan las células en suspension mediante 3 lavados con PBS. La
concentracion de macrdfagos en cultivo se determind mediante tincion con azul de tripan y

recuento en cadmara de Neubauer.

5.8.- Extraccion de DNA gendmico bacteriano

El DNA gendémico de S. Enteritidis NCTC13349 (Tabla 1), se extrajo empleando el
sistema comercial “GenElute Bacterial Genomic DNA Kit” de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. La cepa se cultivé en caldo LB a 37°C con agitacion durante 24 h. La elucion final
del DNA se hizo en 100 pL de H,O libre de nucleasas y luego se almacené a -20°C hasta su

uso.

5.9.- Construccion de mutantes de S. Enteritidis NCTC13349 por el método Red-swap

La mutantes con deleciones en genes especificos derivadas del fondo genetico de
S. Enteritidis NCTC13349 se construyeron mediante el método de intercambio alélico por
recombinacion homdloga de productos PCR dependiente de la recombinasa Red del fago A
(Red-Swap), segun lo descrito en la literatura (Datsenko & Wanner, 2000), con ciertas
adaptaciones (Santiviago et al., 2009).
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5.9.1.- Extraccion de DNA plasmidial

Los plasmidios pKD46, pCP20 y pCLF4 (Tabla 2), se extrajeron desde sus respectivas
cepas portadoras (Tabla 1) usando el sistema comercial “QIAprep Spin Miniprep kit”, segun el
protocolo del fabricante. Para ello, las cepas se cultivaron en caldo LB suplementado con Amp
(pKD46 y pCP20) o con Kan (pCLF4) e incubaron durante 24 h con agitacion a 30°C (pKD46
y pCP20) o 37°C (pCLF4). En la etapa final de la extraccion, el DNA plasmidial se eluyo en

50 pL de H,O libre de nucleasas y luego se almacen¢ a 4°C hasta su uso.

5.9.2.- Obtencion de productos PCR para mutagénesis

Se utilizaron partidores de 60 nucledtidos (nombrados con la notacién H1P1 y H2P2)
(Tabla 3), los cuales en su extremo 5’ contienen 40 nucledtidos idénticos a las regiones que
flanquean al gen blanco. Por otro lado, en su extremo 3’ los partidores tienen 20 nucledtidos
que hibridan con el extremo 5 o 3’ del cassette de resistencia a antibidtico del plasmidio
pCLF4. Dentro del cassette y flanqueado por los sitios FRT (Flp recombinase target
sequence) esta contenido el gen aph, que codifica la enzima aminoglicésido 3’
fosfotransferasa que confiere resistencia a Kan. A partir del plasmidio pCLF4 purificado, el

cassette de resistencia a Kan se amplificd por PCR en las siguientes condiciones:

Mezcla de Reacciéon PCR Programa de Termociclador
Reactivo | Volumen (uL) | Concentracion Temperatura Tiempo | Ciclos
Tampon PCR 5x 20 1x 94°C 5 min 1
MgCl2 [25 mM] 6 1,5 mM 94°C 30 seg
dNTPs 10x [10 mM] 2 0,2 mM 55°C 30 seg 30
Partidor H1P1 [10 pM] 1 0,2 uM 72°C 2 min
Partidor H2P2 [10 pM] 1 0,2 uM 72°C 7 min 1
DNA (pCLF4) 1 - 4°C 0 -
Taq DNA polimerasa [5 U/uL] 0,5 1,5 U/Rx
H20 libre de nucleasas 68,5 -
Volumen final 100 L

El fragmento amplificado se analizd por electroforesis en gel de agarosa al 1% en
solucion amortiguadora TAE 1x y tincion con GelRed. La corrida electroforética se efectud a
100 V durante 30 min. Una vez que se verifico su tamafio (~1500 pb), el amplicén se purificd
mediante el sistema comercial “QIlAquick PCR Purification Kit?, de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

18



5.9.3.- Preparacion de bacterias electrocompetentes y transformacion bacteriana

Un cultivo de S. Enteritidis NCTC13349 (Tabla 1), crecido en caldo LB a 37°C con
agitacion durante 24 h, se subcultivo en dilucion 1:100 en 20 mL de caldo LB fresco y se
incubo en las mimas condiciones hasta alcanzar una ODggonm de 0,4-0,6. A fin de obtener
bacterias electrocompetentes, toda la biomasa del cultivo se sedimentd por centrifugacion a
3.420 x g a 4°C durante 10 min y se someti6 a 3 lavados consecutivos con 30 mL de glicerol
15% frio, descartando el sobrenadante y resuspendiendo el sedimento cada vez. Finalmente, el
sedimento bacteriano se resuspendio en 1 mL de glicerol 15% frio.

S. Enteritidis NCTC13349 se transformd por electroporacion con el plasmidio pKD46
(Tabla 2), mediante la aplicacion de un pulso de 1.8 KV (electroporador “E. coli Pulser”
BioRad) a una mezcla de 98 pL de la suspension de bacterias electrocompetentes y 2 uL del
plasmidio purificado, la cual previamente se habia incubado en hielo durante 5 min. pKD46 es
un plasmidio termosensible que tiene los genes que codifican las subunidades de la
recombinasa Red del fago A bajo un promotor inducible por arabinosa (Parasap) (Datsenko &
Wanner, 2000).

Inmediatamente después de la electroporacidn, la suspension de bacterias se recuperd
agregando 900 pL de caldo LB fresco e incubando a 30°C con agitacion durante 60 min. Por
ultimo, las bacterias se sembraron sobre agar LB suplementado con Amp y se incubaron a

30°C durante 24 h para seleccionar colonias transformantes.

5.9.4.- Mutagénesis por intercambio alélico de productos PCR

Las colonias de S. Enteritidis NCTC13349 transformadas con el plasmidio pKD46 se
cultivaron en caldo LB suplementado con Amp a 30°C con agitacion durante 24 h. Las
bacterias se subcultivaron a razén 1:100 en 20 mL de caldo LB fresco suplementado con Amp
y se incubaron con agitacion a la misma temperatura hasta alcanzar una ODggonm de 0,4-0,6.
En ese momento, se adicion6 L-arabinosa a una concentracion final de 10 mM para inducir la
expresion del sistema de recombinacion A-Red, codificado en el plasmidio. Después de una
incubacion de 60 min a 30°C con agitacion, se prepararon bacterias electrocompetentes (ver
Seccion 5.9.3).

Un volumen de 80 pL de la suspension de bacterias electrocompetentes se mezcl6 con

20 pL de producto PCR (Kan®) purificado. La mezcla se incubé durante 5 min en hielo y
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luego la transformacion se realizd por electroporacion aplicando un pulso de 1.8 KV. Las
bacterias se recuperaron inmediatamente en 1 mL de LB fresco incubando a 37°C
(temperatura de restriccion para el plasmidio pKD46) con agitacién durante 60 min. Las
colonias mutantes se seleccionaron sembrando en agar LB suplementado con Kan e incubando
a 37°C durante 24 h.

5.9.5.- Comprobacidn de las colonias mutantes por PCR

El reemplazo alélico en cada mutante se verifico mediante PCR de colonias utilizando
partidores que hibridan en regiones externas, rio arriba y rio abajo, respecto del sitio de
reemplazo (Tabla 3). Como DNA molde, se us6 una suspension de una colonia mutante en

30 uL de H,O libre de nucleasas esteril. La amplificacion se realizd segin el siguiente

protocolo:

Mezcla de Reaccion PCR Programa de Termociclador
Reactivo | Volumen (uL) | Concentracién Temperatura Tiempo | Ciclos
Tampon PCR 5x 5 1x 94°C 3 min 1
MgCl2 [25 mM] 2 2mM 94°C 30 seg
dNTPs 10x [10 mM] 0,5 0,2mM 55°C 30 seg 30
Partidor Out5 [10 uM] 0,5 0,2 uM 72°C 2 min
Partidor Out3 [10 puM] 0,5 0,2 uM 72°C 10 min 1
DNA (suspensién bacteriana) 1 - 4°C 0 -
GoTaq DNA polimerasa [5 U/uL] 0,2 1 U/Rx
H20 libre de nucleasas 15,3 -
Volumen final 25 uL

La amplificacion del fragmento se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1% en
solucion amortiguadora TAE 1x y tincion de GelRed. La corrida electroforética se efectuo a
100 V durante 30 min.

5.9.6.- Eliminacion del cassette de resistencia a antibiotico

Las colonias en las que se confirmé el reemplazo alélico, se sometieron a una serie de
aislamientos en agar LB en ausencia de Amp y en presencia de Kan a temperatura restrictiva
(37°C) para el plasmidio pKD46. En un ultimo aislamiento, las colonias se sembraron
paralelamente en agar LB suplementado con Amp y LB sin suplementar, a fin de verificar la
pérdida del plasmidio a través de la recuperacion de la sensibilidad de las bacterias al

antibiotico. Posteriormente, las mutantes se trasformaron por electroporacion (ver Seccion

20



5.9.3) con el plasmidio termosensible pCP20 (Tabla 2) que codifica la recombinasa Flp. Esta
recombinasa escinde por recombinacion el gen de resistencia a antibiético flanqueado por los
sitios FRT, dejando como remanente una copia Unica del sitio FRT en el cromosoma
(Datsenko y Wanner, 2000). Las transformantes se seleccionaron sembrando en agar LB
suplementado con Amp e incubacion a 30°C durante 24 h. Luego, se escogieron ~30 colonias
para incubacién a 37°C (temperatura restrictiva para el plasmidio pCP20 que induce la
expresion de la recombinasa Flp) en agar LB con y sin Kan, repitiendo el proceso hasta que
solo se presentara crecimiento en el medio sin el antibidtico. La escision del gen de resistencia
a antibiotico se comprobd por PCR de las colonias crecidas en agar LB sin antibiotico,
analizando los fragmentos amplificados por electroforesis (ver Seccion 5.9.5). Finalmente, las
mutantes comprobadas por PCR se cultivaron sucesivamente en agar LB suplementado y no
suplementado con Amp a 37°C, verificando la pérdida del plasmidio pCP20 al recuperar

colonias sensibles al antibiotico.

5.10.- Transduccion de alelos mutantes en S. Enteritidis NCTC13349

A fin de eliminar cualquier mutacion secundaria que pudiera haberse generado durante
la mutagénesis, el alelo mutante se moviliz6 mediante transduccidon generalizada desde el
cromosoma de cada mutante generada hacia el fondo genético silvestre de S. Enteritidis
NCTC13349 utilizando el bacteriéfago P22 HT 105-1 int-201 (Maloy, 1990).

5.10.1.- Preparacion del lisado de particulas transductoras

Cada cepa mutante se cultivo en caldo LB suplementado con Kan a 37°C durante 24 h.
Una mezcla de 200 pL del cultivo bacteriano y 1 mL de caldo de fago P22 (100 mL de caldo
LB suplementado con 0,1 mL de un lisado concentrado de fago P22 HT 105-1 int-201 y 2 mL
de medio minimo E 50x), se incubd a 37°C con agitacion durante 8-16 h para permitir la
infeccion de la cepa dadora. El sobrenadante de cultivo se esterilizo por adicion de 100 pL de
cloroformo vy agitacion vigorosa en vértex, seguido de lo cual se centrifugé a 18.300 x g
durante 1 min a temperatura ambiente. Al sobrenadante recuperado se le agregd 50 uL de

cloroformo y se almacen6 como lisado a 4°C para su uso posterior.
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5.10.2.- Transduccion

S. Enteritidis NCTC13349 se cultivo en caldo LB a 37°C con agitacion durante 24 h.
La transduccion se realizé mezclando 200 pL del cultivo de la cepa receptora con 20 L del
lisado de fago P22 obtenido a partir de una cepa mutante. La mezcla se incubé a 37°C durante
30 min sin agitacion para permitir la adsorcion de las particulas transductantes y luego se
centrifugé a 18.300 x g. El sedimento se resuspendio en 200 uL de caldo LB fresco y se
incubd a 37° con agitacion por 20 min para permitir la expresion fenotipica de la resistencia a
Kan codificada por el alelo mutante transducido. Las colonias transductantes se seleccionaron
sembrando en agar LB suplementado con Kan e incubando a 37°C por 24 h. En las mismas
condiciones también se sembraron e incubaron los controles negativos de transduccion, uno
sin lisado de fago P22 (100 pL del cultivo de la cepa receptora) y otro sin bacterias receptoras
(10 pL del lisado P22 mas 90 uL de caldo LB).

5.10.3.- Comprobacion y seleccion de transductantes

La correcta movilizacion del alelo mutante por transduccién se comprobd mediante
PCR de colonias (ver Seccidn 5.9.5) escogidas aleatoriamente entre los clones resistentes a
Kan. Con el proposito de remover la posible contaminacion con particulas remanentes del fago
P22, las transductantes comprobadas por PCR se aislaron repetidamente en agar EBU (agar
LB suplementado con K,HPO, 2.5 g/L, azul de Evans 12.5 mg/L, uranina 25 mg/L y glucosa
2 g/L) suplementado con Kan hasta obtener colonias sin evidencia de lisis a causa de la
infeccion por el fago P22 (colonias blancas). La ausencia del fago P22 en las transductantes
aisladas se verificé evaluando su sensibilidad al bacteriéfago litico P22 H5 mediante un
ensayo de cross streacking. En este ensayo, las colonias a analizar se sembraron cruzando en
forma perpendicular una linea trazada con 50 pL de lisado del fago P22 H5 sobre la superficie
de una placa de agar EBU suplementado con Kan, la cual fue incubada a 37°C durante 24 h.
Finalmente, se seleccionaron y respaldaron aquellas transductantes libres de fago P22, las que

fueron identificadas al resultar interrumpido su crecimiento en presencia del fago P22 H5.
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5.11.- Complementacion en trans de la mutante AlpxO de S. Enteritidis NCTC13349

Para complementar en trans el fenotipo de la mutante AlpxO, se usé el sistema
comercial “pBAD TOPO™ TA Expression Kit”, que incluye el vector de expresiéon pBAD-
TOPO (Tabla 2) en el cual se clon6é una copia silvestre del gen IpxO. El vector pPBAD-TOPO
confiere resistencia a Amp y contiene el promotor Pgaragap (inducible por L-arabinosa) rio
arriba del sitio de clonamiento

El alelo silvestre del gen IpxO se amplificé por PCR (ver Seccidn 5.9.2) a partir de
DNA gendémico de S. Enteritidis NCTC13349 (ver Secciéon 5.8). Para la amplificacion se
usaron los partidores IpxO Out5 y IpxO Out3 (Tabla 3) que hibridan en sitios externos de IpxO,
incluyendo su region promotora. El fragmento amplificado se confirmo por electroforesis (ver
Seccion 5.9.2), se purificé mediante el sistema “QIAquick PCR Purification Kit” y se clono en
pBAD-TOPO de acuerdo con el protocolo del fabricante, generando el plasmidio pBAD::IpxO
(Tabla 2), el cual se usé para transformar una cepa comercial quimiocompetente de E. coli
(“One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. coli”), segun las indicaciones del fabricante.
Las bacterias transformantes se seleccionaron sembrando en agar LB suplementado con Amp
e incubando a 37°C durante 24 h, luego de lo cual la presencia del plasmidio en las colonias se
verificd por PCR (ver Seccion 5.9.5). Considerando que el vector pBAD-TOPO es provisto
como una molécula lineal, la reaccion de ligacién durante el clonamiento puede originar
plasmidios en que el gen de interés se haya insertado a favor o en contra del sentido del
promotor Parasap. La orientacion del inserto se determind por PCR utilizando la pareja de
partidores IpxO Out5/pBAD-FP (Tabla 3), que Unicamente produce un amplicon de ~1700 pb
si el gen IpxO esta orientado a favor del promotor inducible. Algunas de las transformantes de
E. coli, con una amplificacion positiva en el PCR de colonia, se cultivaron en caldo LB
suplementado con Amp a 37°C durante 24 h para la extraccion del plasmidio pBAD::lpxO (ver
Seccion 5.9.1).

Para los ensayos de complementacion, la mutante AlpxO se transformd por
electroporacion (ver Seccién 5.9.3) con el plasmidio pBAD::IpxO. Las transformantes se
seleccionaron sembrando en agar LB suplementando con Amp e incubando a 37°C por 24 h, a
continuacion de lo cual las colonias transformantes se confirmaron por PCR (ver Seccion
5.9.5) empleando los partidores IpxO Out5 y pBAD-FP. La cepa silvestre y la mutante AlpxO
de S. Enteritidis (Tabla 1), se transformaron con el vector pPBAD-TOPO circularizado vacio

para obtener controles de complementacion.
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5.12.- Extraccion de LPS y purificacion de lipido A de cepas derivadas de S. Enteritidis
NCTC13349

El LPS y el lipido A de las diferentes cepas S. Enteritidis se obtuvo mediante un
procedimiento de purificacion de mdaltiples etapas, adaptado de metodologias descritas en la
literatura (Yi & Hackett, 2000; Caroff & Novikov, 2011) (Fig. 5).

Las bacterias, cultivadas en caldo LB a 37°C con agitacion durante 24 h, se inocularon
a razon 1:100 en 50 mL de medio minimo E suplementado con glucosa 0.2% y se incubaron a
37°C con agitacion vigorosa. Cuando el cultivo alcanzé una ODggonm de 0,4-0,6 la biomasa se
sedimentd por centrifugacion a 3.420 x g a 4°C durante 10 min. El sedimento se lis6 por
solubilizacion en TRIzol en 1/25 del volumen de cultivo. El lisado se mezcl6 vigorosamente
por vortex con 1/4 de volumen de cloroformo (CHCI3) y se incub6 a temperatura ambiente por
15-30 min. La emulsion se centrifugo a 3.420 x g durante 10 min a temperatura ambiente y se
recolectd la fase acuosa (capa superior) que retiene los componentes celulares con mayor
polaridad, entre ellos el LPS. La fase orgénica se sometio a una reextraccion con 1 mL de H,O
ultrapura para recuperar el LPS remanente. La fase acuosa se sublimo por liofilizacién a -48°C
y 0.121 mBar durante 24 h. El producto liofilizado se resuspendié en una solucion fria de
MgCl, 0.375 M en EtOH 95% para facilitar la precipitacién del LPS por centrifugacion a
3.280 x g a 4°C por 10 min. El precipitado se lavo tres veces con EtOH 95% frio y una vez
con EtOH 100% frio, centrifugando a 3.280 x g a 4°C durante 5 min cada vez. El precipitado
se seco invirtiendo el tubo durante 1-5 min y después se sometid a la extraccion Folch, la cual
elimina impurezas de la preparacién, como fosfolipidos y SDS residuales, que podrian
interferir con la posterior hidrdlisis del lipido A. Asi, el precipitado seco se resuspendié en 1
mL de una mezcla CHCI3/MetOH 2:1 (reactivo de Folch) y se centrifug6é a 11.000 x g a 4°C
durante 5 min, descartando cuidadosamente el sobrenadante. La etapa de extraccion anterior se
repitié una vez y el precipitado se seco a temperatura ambiente durante 24 h para permitir la
volatilizacién de los residuos de solventes organicos.

El precipitado seco, correspondiente a LPS purificado, se separ0 en dos fracciones; la
mas pequefia se analizd6 mediante electroforesis en geles desnaturantes de poliacrilamida al
12% en sistema amortiguador Tris-tricina (Tris-tricina SDS-PAGE; ver Seccion 5.13), con el
objeto de verificar la integridad del LPS obtenido. La fraccion restante de LPS se sometio a
una hidrolisis quimica en medio acido para escindir el AgO polimérico y el core de

oligosacéridos, liberando el lipido A. Para esto, el precipitado se resuspendio en acetato de
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sodio 10 mM pH 4.5 SDS 1% Yy se incub0 a temperatura ambiente durante 30 min y luego a
200°C durante 2 h. La solucion se liofilizd a -48°C y 0.121 mBar por 24 h. El producto
liofilizado se resuspendi6 en EtOH acidificado (HCI 4 N en EtOH 95% 1:200) y se lavo tres
veces con EtOH 95%, centrifugando cada vez a 3.280 x g durante 5 min a 4°C. El sedimento
se sec invirtiendo el tubo durante 1-5 min y se sometié a la extraccion Bligh-Dyer para
remover restos de LPS no hidrolizado, resuspendiendo en una solucion de CHCl3/MetOH/H,0
ultrapura (1:1:0.9) e incubando por 5 min a temperatura ambiente. La fase orgénica (capa
inferior), en la que esta contenido el lipido A, se recuperd luego de centrifugar a 2.110 X
gdurante 5 min. Los solventes organicos se eliminaron por evaporacion a temperatura
ambiente durante 24 h, originandose un precipitado de lipido A, en el cual la ausencia de LPS
no hidrolizado se analizd cualitativamente mediante Tris-tricina SDS-PAGE (ver Seccion
5.13).
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Figura 5. Extraccién de LPS y purificacién de lipido A. La biomasa de bacterias, obtenida por centrifugacién desde los
cultivos de S. Enteritidis, se sometié a un proceso de extraccion fendlica para separar al LPS del resto de los componentes
celulares (flechas en rojo). A continuacién, el extracto enriquecido en LPS integro se hidroliz6 quimicamente a alta

temperatura para remover el AgO y el core de oligosacéridos, obteniendo un extracto purificado de lipido A (flechas en
verde) que puede ser analizado mediante espectrometria de masas.

5.13.- Andlisis de las preparaciones de LPS y lipido A mediante electroforesis

La integridad de las muestras de LPS y los remanentes de LPS no hidrolizado en las
preparaciones de lipido A de S. Enteritidis NCTC13349 y sus cepas derivadas, se evaluaron
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cualitativamente mediante Tris-tricina SDS-PAGE (Marolda et al., 2006). El gel resolutivo se
prepar6 mezclando 1250 pL de una solucién de acrilamida 49,5%/bisacrilamida 6%, 1660 uL
de Gel Buffer (Tris 3,0 M; SDS 0,3%; pH 8.45), 520 pL de glicerol, 1560 pL de H,O
ultrapura, 100 pL de APS 10% y 6 pL de TEMED. La mezcla del gel resolutivo se cargd entre
vidrios con una separacion de 0,75 mm y se cubrio con isopropanol. Una vez polimerizado el
gel resolutivo, se retird el isopropanol y se cargo la mezcla del gel concentrador, preparada
con 250 pL de una solucion de acrilamida 49.5%/bisacrilamida 3%, 775 pL de Gel Buffer,
2100 pL de H,O ultrapura, 75 pL de APS 10% y 6 pL de TEMED. Para la electroforesis se
utilizd una camara electroforética Bio-Rad, la cual se llend con suficiente solucion
amortiguadora anddica (Tris-HCI 0,2 M; pH 8,90) y catddica (Tris-HCI 0,1 M; Tricina 0,1 M,;
SDS 0,1%; pH 8,25). La electroforesis se realiz6 a 50 V durante ~50 min durante la migracion
de la muestras en el gel concentrador, aumentando luego a 150 V durante ~90 min cuando las
muestras ingresaron al gel resolutivo. En cada carril del gel se cargdé un volumen de 1-5 pL de
una solucién de extractos puros de LPS o lipido A solubilizados en tampdn de lisis (SDS 2%,
[-mercaptoetanol 4%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,002% en Tris 1 M; pH 6,80).

Los geles se revelaron mediante una adaptacién de un método de tincién con plata
descrito en la literatura (Tsai & Frasch, 1982). El gel se fijo por inmersion en una solucion de
EtOH 40% y acido acético glacial 5% durante 24 h. A continuacién, el gel se oxid6 por
incubacion con agitacion durante 10 min en una solucion de NalO40.7%, EtOH absoluto 40%
y acido acético glacial 5%. Se realizaron tres lavados con abundante H,O destilada durante
10 min con agitacién y luego el gel se tifid incubando durante 15 min en una solucion de 1 g
de AgNOg3; 2,8 mL de NaOH 0,1 M y ~2 ml NH,OH 25% en un volumen de 150 mL de H,0O
destilada. Nuevamente, el gel se lavé tres veces con abundante H,O destilada durante 10 min
con agitacion y luego se revel6 durante ~2 min (o hasta que las bandas adquieran la intensidad
deseada) en una solucién compuesta por 12,5 mg de acido citrico y 125 pL de formaldehido
en 250 mL de H,O destilada. La reaccion de revelado se detuvo por dilucion con al menos tres

lavados de 5 min con H,O destilada.

5.14.- Andlisis estructural del lipido A de cepas derivadas de S. Enteritidis NCTC13349

por espectrometria de masas

La distribucion de especies de lipido A en las cepas derivadas de S. Enteritidis
NCTC13349 (Tabla 1) se determiné mediante espectrometria de masas MALDI-TOF en un
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equipo Microflex (Bruker Daltonics Inc.) en modalidad de ion negativo con deteccion por
reflexion. Como programa controlador del espectrémetro se utiliz6 “flexControl 3.0” (Bruker
Daltonik GmbH, Alemania). El espectro final de cada muestra se generd por la sumatoria de
50 barridos de 30 impactos de laser, dirigidos aleatoriamente en diferentes puntos de la
muestra depositada sobre una placa portamuestra “micro scout” (Bruker Daltonics Inc., MA-
EEUU).

Las muestras de lipido A se prepararon para su andlisis utilizando un protocolo
estandarizado previamente en el laboratorio (Ferndndez et al., 2018) (Fig. 6). El precipitado
seco de lipido A purificado se resuspendié por agitacion con vortex en 90 puL de una mezcla
CHCI3/MetOH 1:1 (v/v) (Silipo et al., 2004). Cada solucién de lipido A se mezcl6 en razon
1:1 con la matriz de &cido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) 10 mg/mL en una solucion de &cido
citrico 19,2 mg/mL (March et al., 2010) y se deposito un total 2,1 pL de la mezcla sobre una
celda de la placa portamuestra. Los espectros de masa obtenidos se analizaron empleando el
programa de acceso libre mMass 5.5, desarrollado por Martin Strohalm y disponible para
descarga (http://www.mmass.org/).
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Figura 6. Preparacion de muestras de lipido A para espectrometria de masas MALDI-TOF. Los exiractos enriquecidos
de lipido A se solubilizaron en una solucién 1:1 de cloroformo y metanol (CHCls/MetOH) y luego se mezclaron en proporcion
1:1 con la matriz de &cido 2,5-dihidrpoxibenzoico en &cido citrico (DHB/Ac. citrico). Alicuotas de la emulsion resultante se
cargaron sobre una placa portamuestra para su analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF. Los espectros de masas
se procesaron y graficaron usando el programa de licencia libre mMass 5.5 (http://www.mmass.org/).

5.15.- Internalizacion y supervivencia intracelular de cepas derivadas de S. Enteritidis
NCTC13349 en macrofagos RAW?264.7

La internalizacion y supervivencia intracelular in vitro de las distintas cepas derivadas
de S. Enteritidis NCTC13349 (Tabla 1) en macréfagos murinos RAW?264.7 se evalud a través

de ensayos de proteccion a gentamicina (Fig. 7).
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Figura 7. Ensayo de proteccion a gentamicina de macréfagos murinos RAW264.7 infectados con cepas derivadas de
S. Enteritidis NCTC13349. Macrofagos RAW264.7 se infectaron con distintas cepas de S. Enteritidis NCTC13349 mediante
co-incubacion con una MOI de 50 bacterias/célula. La MOI real se calculé por recuento de UFC/mL de la suspension
bacteriana utilizada para la infeccién. Luego del periodo de co-incubacién, las bacterias extracelulares se eliminaron por
lavados con PBS y una incubacion con medio DMEM, ambos suplementados con gentamicina (Gm). A diferentes tiempos,
las bacterias intracelulares se recuperaron por lisis de los macréfagos con desoxicolato (DOC) y se cuantificaron por
recuento de UFC/mL. La internalizacion de cada cepa bacteriana se determin6 a tiempo 0 h, mientras que su supervivencia
intracelular se determiné a los tiempos 2 h y 20 h.

El dia previo a la infeccion, los macr6fagos RAW264.7 se sembraron en medio
DMEM suplementando con FBS 10% a una densidad de ~2,5x10° células/pocillo en una placa
microtituladora de 48 pocillos, permitiendo su adherencia por incubacién a 37°C en una
atmosfera de CO, 5% (v/v) durante 24 h. Paralelamente, las bacterias se cultivaron en 5 mL de
caldo LB, suplementado con Amp en caso de ser necesario, incubando a 37°C con agitacion
por 24 h. Al dia siguiente, los macr6fagos no adheridas se removieron mediante tres lavados
con PBS 1x estéril. EI nimero de macréfagos viables se cuantifico por recuento en camara de
Neubauer con tincion de azul de tripan a partir de dos pocillos tratados durante 10 min con
tripsina 25% (dilucion 1:10 en PBS 1x) para el desprendimiento enzimatico de las células. Las
cepas bacterianas se subcultivaron a razén 1:100 en 5 mL de caldo LB fresco, suplementado
con Amp segun corresponda, siendo incubadas a 37°C con agitacion hasta una ODgoonm 0,4—
0,6. Cada cultivo bacteriano se sedimentd por centrifugacion y se sometio a tres lavados con 1

mL de PBS 1x centrifugando a 18.300 x g durante 8 min cada vez, siendo finalmente
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resuspendido en medio DMEM. El volumen de cada cultivo sedimentado contenia, de acuerdo
a la lectura de ODgoonm, Una cantidad de bacterias totales suficiente para conseguir una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 50 bacterias/célula, respecto al nimero de macr6fagos
determinando previamente. A fin de conocer la MOI real, se determind el nimero de bacterias
viables en cada suspensién por dilucién seriada en PBS 1x (10°-10) y recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC) en agar LB incubado a 37°C durante 24 h.

La infeccion se efectud co-incubando los macréfagos con las diferentes suspensiones
bacterianas durante 45 min en triplicado técnico. Después de cumplido el periodo de
infeccion, las bacterias extracelulares se eliminaron a través de tres lavados con PBS 1x
suplementado con Gm 200 pg/mL, seguidos de una incubacién con medio DMEM
suplementado con Gm 200 pg/mL durante 60 min. Luego, el medio de cultivo se reemplaz6
por DMEM suplementado con Gm 20 pg/mL. A los tiempos de incubacién 0, 2 y 20 h, las
células se lavaron tres veces con PBS 1x y se lisaron por accién de desoxicolato de sodio
(DOC) al 0,5% durante 5 min para recuperar las bacterias intracelulares, cuyo nidmero se
determiné mediante dilucién seriada en PBS 1x (10°-107) y siembra en agar LB, cultivando a
37°C durante 24 h.

La internalizacion de cada cepa se calculd como el cociente promedio entre el recuento
de UFC/mL del tiempo de infeccion 0 h (to) y el recuento de UFC/mL de la correspondiente
suspension bacteriana inicial (indculo), segun la férmula ([UFC/mL]o/[UFC/mL)inscuio) X 100.
La supervivencia intracelular de la bacteria se calcul6 como el cociente promedio entre el
recuento de UFC/mL de los tiempos de infeccién 2 y 20 h (t), y el recuento de UFC/mL
recuperadas en el tiempo O h (tp) para cada cepa, segun la formula (([UFC/mL).,/[UFC/mL].,) X

100. En ambos casos los resultados se expresaron como porcentaje.

5.16.- Secrecion de IL-6 por macrofagos RAW264.7 desafiados con cepas derivadas de
S. Enteritidis NCTC13349

La secrecion de IL-6 se midio en el sobrenadante de cultivo de macrofagos
RAW?264.7, como un marcador pro-inflamatorio de su activacion en repuesta a la infeccion
por las diferentes cepas derivadas de S. Enteritidis NCTC13349 (Tabla 1). La citoquina

secretada se cuantifico a través de un inmunoensayo tipo ELISA disponible comercialmente.
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5.16.1.- Infeccion de macrofagos RAW?264.7 con cepas derivadas de S. Enteritidis
NCTC13349

Se desafiaron cultivos de macro6fagos murinos RAW264.7 con las cepas derivadas de
S. Enteritidis NCTC13349 a través de una infeccion simple, siguiendo un procedimiento
similar al descrito para los ensayos de proteccion a gentamicina (ver Seccion 5.15), con ciertas
modificaciones en sus etapas finales.

Una vez establecida la infeccién y eliminadas las bacterias extracelulares, los
macrofagos se incubaron en DMEM suplementado con Gm 20 pg/mL hasta el tiempo 20 h,
momento en que los remanentes celulares en suspension se sedimentaron por centrifugacion a
1.140 x g durante 5 min a temperatura ambiente. El sobrenadante de cada cultivo se recolecto
y almacen6 a -80°C hasta la medicion de la citoquina por inmunoensayo. Se incluy6é un
control negativo de células no infectadas para la validacién de los ensayos. Cada condicién
experimental se trabajo en triplicado técnico, tanto con las cepas bacterianas como con el

control.

5.16.2.- Cuantificacion de IL-6 por inmunoensayo tipo ELISA

La IL-6 contenida en los sobrenadantes se cuantificd utilizando el inmunoensayo
comercial tipo ELISA “Mouse IL-6/IL DuoSet® ELISA”, segin el protocolo recomendado por
el fabricante con ciertas adaptaciones. Para ello, una microplaca de 96 pocillos para
inmunoensayo, se activé cargando en cada pocillo 4,0 pg/mL del anticuerpo de captura de rata
anti-IL-6 murina e incubando a 4°C durante 24 h. Los pocillos se lavaron tres veces con
Tween-20 0,05% en PBS 1x y luego se bloquearon por incubacion con una solucién de BSA
1% en PBS 1x durante 2 h a temperatura ambiente. Se cargaron diluciones 1:100 de cada
sobrenadante en BSA 1% en la placa, la cual se incubd a 4°C por 24 h para permitir la union
de la citoquina al anticuerpo de captura. También se cargé una curva de calibracion de 8
puntos preparada por dilucion seriada en base dos de un estandar de IL-6 recombinante,
abarcando un rango de concentracion de 0-2000 pg/mL. Se repitieron los tres lavados con
Tween-20 0,05% en PBS 1x y a cada pocillo se adicioné 500 ng/mL del anticuerpo de
deteccion de cabra anti-IL-6 murina, cuya fraccion constante esta biotinilada, y se incubo a
temperatura ambiente por 2 h. Nuevamente los pocillos se lavaron tres veces con Tween-20

0,05% en PBS 1x y se incorpor6 una solucién 1:40 de la enzima peroxidasa de rabano picante
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funcionalizada con estreptavidina, incubando a temperatura ambiente por 20 min en oscuridad.
Después de otra serie de tres lavados con Tween-20 0,05% en PBS 1x, los pocillos se
incubaron a temperatura ambiente en oscuridad con la solucién de sustrato, que consiste en
una mezcla 1:1 de H,0, y tetrametilbenzidina. La reaccion enzimatica se detuvo por adicion
de H,SO,4 2 N cuando se estabilizé la aparicion de color en el punto de mayor concentracién
de la curva de calibracién. El producto coloreado formado tiene un maximo de absorbancia a
450nm, longitud de onda a la que se realizaron las mediciones. La concentracion de IL-6 en las
muestras se calculd por interpolacion del promedio de dos lecturas independientes en la curva
de calibracion. Cada lectura se normalizd por el valor obtenido de la medicion de tres
controles internos, uno preparado con el anticuerpo de captura y el anticuerpo de deteccion,
otro con el anticuerpo de captura e IL-6 recombinante y un tercero con IL-6 recombinante y el
anticuerpo de deteccion. Las muestras, el estdndar de IL-6 en la curva de calibracion y los

controles internos se cargaron en duplicado técnico.

5.17.- Colonizacion intestinal y sistémica in vivo de cepas derivadas de S. Enteritidis
NCTC13349 en un modelo murino

La virulencia in vivo de las cepas derivadas de S. Enteritidis NCTC13349 (Tabla 1), en
términos de su capacidad de colonizacion del intestino y 6rganos internos (bazo e higado), se
evalué a través de la carga bacteriana recuperada desde dichos tejidos tras una infeccion
simple en un modelo murino de colitis en ratones C56BL/6 tratados con estreptomicina (Str)
(Barthel et al., 2003; Hapfelmeier et al., 2004) (Fig. 8).

5.17.1.- Declaracion ética

Todos los procedimientos en animales se aprobaron por el Texas A&M University
Institutional Animal Care and Use Committee (TAMU AUP# 2007-18) y se desarrollaron,
previo capacitacion y contando con participacion de personal calificado en manejo veterinario,
en el laboratorio de la Dra. Helene Andrews-Polymenis, Department of Microbial
Pathogenesis and Immunology, Health Science Center, Texas A&M University, de acuerdo
con las practicas sefialadas en la Guide to the Care and Use of Laboratory Animals, the Public

Health Service Policy on the Humane Care and Use of Laboratory Animals.
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Figura 8. Ensayo de infeccion oral de ratones C57BL/6 con cepas derivadas de S. Enteritidis NCTC13349. Ratones
C57BL/6 tratados oralmente con una dosis Unica de estreptomicina, se sometieron a una infeccion simple con distintas cepas
derivadas de S. Enteritidis NCTC13349, administrando un inéculo de 108 UFC por via oral. El tamafio real del inéculo se
calculd por recuento de UFC/mL. Al cuarto dia post infeccion (dpi), los animales se sacrificaron y se extrajeron
asépticamente el higado, el bazo, los nodos linfaticos mesentéricos (MLN), las placas de Peyer (PP) y el ciego. Los 6rganos
y tejidos se homogeneizaron y la carga bacteriana en cada uno se determin por recuento de UFC, siendo expresada por
unidad de masa de tejido (UFC/g).

5.17.2.- Animales

Para los experimentos de infeccion in vivo se utilizaron ratones C57BL/6, un linaje
murino genéticamente susceptible a la infeccion por Salmonella. Ejemplares hembra de 8-10
semanas de edad (The Jackson Laboratory), reunidos en grupos de 5 individuos, se albergaron
bajo condiciones estandar de confinamiento, dentro de jaulas ventiladas con piso de viruta
esterilizada por autoclave. A los animales se les suministr6 el alimento y agua ad libitum y se
inspeccionaron visualmente dos veces por dia para detectar cualquier signo fisico o conducta
asociada a sufrimiento y/o estrés, siendo parte de los cuidados rutinarios bésicos

proporcionados en el Texas A&M University Bioterium por personal veterinario.

5.17.3.- Infeccion simple de ratones C57BL/6 por via oral

25 Ratones C57BL/6, divididos equitativamente en 5 grupos, se trataron con una dosis
oral Unica de 20 mg de Str (100 uL de Str 200 mg/mL en H,O estéril) para eliminar la
microbiota comensal del intestino, cuya ausencia facilita la colonizacion inicial de Salmonella
en el animal. Después de 24 h, los ratones se inocularon oralmente con 10® UFC totales de
S. Enteritidis NCTC133449 y sus cepas derivadas (100 pL de un cultivo de 10° UFC/mL),
cultivadas a 37°C con agitacion durante 24 h en caldo LB suplementado con Kan 50ug/mL o
con Kan y carbenicilina (Carb) 100 pug/mL, segun el requerimiento de cada cepa bacteriana en

particular. A fin de seleccionar especificamente a las bacterias en estudio luego de su paso por
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el animal, a todas las cepas se les introdujo por transduccion con el fago P22 un cassette de
resistencia a Kan en reemplazo del gen phoN (ver Seccion 5.10), ya que se ha descrito que la
delecion de este gen no tiene influencia sobre la virulencia de Salmonella (Klumpp & Fuchs,
2007). El tamafio real (UFC/mL) del indculo bacteriano administrado a los ratones se
determind por recuento en placa de diluciones seriadas en PBS 1x estéril frio (10°-107),
incubando a 37°C durante 24 h en agar LB suplementado con Kan o con Kan y Carb, segln el
caso. El peso de cada raton se midié al momento de ser inoculado.

Transcurridos 4 dias a contar de la inoculacion, los ratones se pesaron nuevamente y se
sacrificaron por inhalacion de CO,, seguido de dislocacion cervical. Inmediatamente después,
se extrajeron en forma aséptica el ciego, los nodos linfaticos mesentéricos (MLN), las placas
de Peyer (PP), el bazo y el higado. Los 6rganos y tejidos se pesaron y homogeneizaron
mediante un Ultra-Turrax en 3 mL de PBS 1x estéril frio. Diluciones seriadas en base 10 (10°—
10° para higado, bazo y MLN; 10°-10* para PP; 10°-10° para el ciego) de los
homogeneizados se sembraron en agar LB suplementado con Kan o con Kan y Carb, siendo
incubadas a 37°C durante 24 h.

5.18.- Estabilidad del vector pBAD-TOPO en ausencia de seleccion con antibidtico

La complementacion en trans del fenotipo de la mutante AlpxO de S. Enteritidis
NCTC13349 (Tabla 1) se realizé por transformacién con el plasmidio pBAD::IpxO, el cual
incluye un gen de resistencia a ampicilina (Amp) como marcador de seleccion.
Adicionalmente, tanto la cepa silvestre como la mutante AlpxO se transformaron con el vector
vacio a modo de controles de complementacién (ver Seccion 5.11). Como a los ratones no se
les administrd ampicilina durante el curso de la infeccion, las cepas transformantes podrian
perder el plasmidio por segregacion. Por esto, se evaluo la estabilidad del vector pPBAD-TOPO
en condiciones no selectivas a través de curvas de crecimiento in vitro de las cepas
transformantes en ausencia de ampicilina.

Todas las cepas transformadas con el vector pPBAD-TOPO se cultivaron en caldo LB
con Amp a 37°C con agitacion durante 24 h. Las cepas se subcultivaron a razén 1:100 en 50
mL de caldo LB fresco sin Amp y se incubaron a 37°C en agitacién. Después de 1 h de
incubacion, se extrajeron alicuotas de 200 L de cada cultivo a intervalos regulares de 30 min
hasta completar 4 h de monitoreo para realizar recuentos de UFC/mL en agar LB y agar LB

suplementado con Amp 100 pg/mL. Todas las placas de agar LB también se suplementaron

33



con Kan 75 pg/mL, ya que todas las bacterias utilizadas en los ensayos de infeccion portan un
cassette de resistencia a Kan como marcador cromosoémico (ver Seccion 5.17.2). Las curvas

de crecimiento se efectuaron en triplicado biolégico.

5.19.- Cinética de crecimiento in vitro de cepas derivadas de S. Enteritidis NCTC13349

El efecto de la hidroxilacion del lipido A sobre la cinética de crecimiento in vitro de
cepas derivadas de S. Enteritidis NCTC13349, se evalu6 calculando la tasa de crecimiento de
la mutante AlpxO complementada en trans y de las cepas silvestre y mutante transformadas
con el vector pPBAD-TOPO vacio (ver Seccion 5.11).

Las curvas de crecimiento in vitro de las tres cepas transformantes, generadas a partir
del recuento bacteriano para evaluar la estabilidad del vector pPBAD-TOPO (ver Seccion 5.18),
se ajustaron matematicamente a una funcién lineal. En el ajuste de curva s6lo se considero el
intervalo de tiempo que abarca la fase exponencial de crecimiento. La velocidad especifica de
crecimiento (UFC/mL*min) para cada cepa se calcul6 como el promedio de la pendiente de
las tres funciones con mayor indice de correlacién lineal (R?). Todas las operaciones
matematicas se efectuaron utilizando el programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software

Inc.).

5.20.- Analisis estadistico y expresion de resultados

Los datos obtenidos de los experimentos in vitro e in vivo corresponden al promedio de
3 y 5 réplicas biologicas, respectivamente. En todos los gréficos, las barras de error
representan el error estandar del promedio. La significancia estadistica en todos los analisis se
determind a través de la prueba t de Student de dos colas con un intervalo de confianza
minimo del 95%, considerando estadisticamente significativos a valores P <0,05. En el
analisis de los ensayos in vivo se omitié aquellos valores identificados como “atipicos” luego
de la aplicacion combinada de las pruebas de Grubbs y ROUT. Todo el procesamiento
estadistico de los datos y la elaboracion de gréficos se realizé con el programa GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad Software Inc.).
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6.- RESULTADOS

6.1.- Caracterizacion estructural del lipido A de S. Enteritidis a través de espectrometria
de masas MALDI-TOF

A fin de conocer las especies de lipido A determinadas por las proteinas codificadas en
los genes IpxO y visP de S. Enteritidis NCTC13349, se prepararon muestras de lipido A de la
cepa silvestre y las mutantes AlpxO y AvisP (ver Seccion 5.2) para su andlisis mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF (ver Seccion 5.14). Para esto, la biomasa proveniente
de las distintas cepas cultivadas en condiciones aerobicas en medio minimo E suplementado
con glucosa se sometié a un proceso de extraccion fendlica para purificar el LPS, el cual se
hidroliz6 quimicamente para obtener el lipido A (ver Seccion 5.12).

En la cepa silvestre (Fig. 9A), el espectro del lipido A mostré dos pares de sefiales en
diferentes rangos de cociente masa/carga (m/Z): el primero representa a las especies de lipido
A hexa-aciladas (~1797 m/Z y ~1813 m/Z) (Kawasaki et al., 2007) y el segundo a sus
contrapartes hepta-aciladas por palmitoilacion (~2035 m/Z y ~2051 m/Z) (Guo et al., 1997;
Kawasaki et al., 2007). En de cada par de sefiales, la primera corresponde al lipido A no
hidroxilado y la segunda a la especie hidroxilada. En este caso, bajo condiciones aerdbicas de
crecimiento, las especies hidroxiladas, tanto hexa-aciladas (~1813 m/Z) como hepta-aciladas
(~2051 m/Z), tienen una abundancia relativa mayoritaria, en conformidad a lo reportado
recientemente (Fernandez et al., 2018). Por su parte, el lipido A de la mutante AlpxO (Fig. 9B),
presento sélo las sefiales de las especies no hidroxiladas (~1797 m/Z y ~2035 m/Z), indicando
que en S. Enteritidis, al igual que en el serovar Typhimurium (Gibbons et al., 2000; Gibbons et
al., 2005), la hidroxilacién del lipido A depende de LpxO. Por otro lado, en el espectro de
masas del lipido A la mutante AvisP (Fig. 9C) exhibié el mismo numero, distribucion e
intensidad de sefiales que la cepa silvestre de S. Enteritidis, a diferencia de lo descrito para
S. Typhimurium, donde la delecién del gen visP conduce a un notorio aumento en la
abundancia relativa del lipido A hidroxilado (Moreira et al., 2013).

Para complementar en trans el fenotipo de la mutante AlpxO (~1797 m/Z vy
~2035 m/Z) (Fig. 9B), ésta se transformé con el gen IpxO silvestre clonado en el vector de
expresion pBAD-TOPO (pBAD::Ipx0O). Ademas, la cepa silvestre y la mutante AlpxO se
transformaron con el vector pBAD-TOPO vacio como controles de complementacion (ver

Seccion 5.11). El lipido A de la cepa silvestre (Fig. 9D) y de la mutante (Fig. 9E) transformadas
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con el plasmidio pBAD-TOPO vacio no registr6 cambios estructurales en relacion a las

correspondientes cepas sin transformar.
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Figura 9. Caracterizacion de la estructura del lipido A de Salmonella Enteritidis mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF. Espectros de masas que muestran la distribucién de especies de lipido A procedente de las distintas cepas de
S. Enteritidis, comprendiendo a la cepa silvestre (A), la mutante AlpxO (B), la mutante AvisP (C), la cepa silvestre
transformada con pBAD-TOPO (D), la mutante AlpxO transformada con pBAD-TOPO (E) y la mutante AlpxO transformada
con pBAD:IpxO (F). Las sefiales indicadas con las flechas coloreadas corresponden a las estructuras del lipido A
enmarcadas en los cuadros del color respectivo (G) (Guo et al., 1997; Kawasaki et al., 2007). Todas las muestras de lipido A
purificado se analizaron mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.

En cambio, el perfil de la mutante AlpxO transformada con el plasmidio pBAD::IpxO

(Fig. 9F) cambid radicalmente respecto a la mutante transformada con el vector vacio,

36




mostrando un espectro en que Unicamente estan presentes las sefiales correspondientes a las
especies hidroxiladas del lipido A (~1813 m/Z y ~2051 m/Z). La completa hidroxilacion del
lipido A se puede atribuir a una potencial sobreexpresion del gen IpxO, que resultaria del alto
namero de copias del vector pPBAD-TOPO (~20 copias).

En aerobiosis, S. Enteritidis silvestre presenta una poblacion de lipido A en que
coexisten especies no hidroxiladas e hidroxiladas en una proporcién definida, siendo mayor la
fraccion hidroxilada (Fig. 9A). Dicha distribucion se desplaza hacia un lipido A completamente
hidroxilado o no hidroxilado por sobreexpresion (Fig. 9F) o delecion (Fig. 9B) del gen IpxO,
respectivamente. En conjunto estos resultados confirman la participacién directa del producto
del gen IpxO en la hidroxilacion del lipido A en S. Enteritidis. Por su parte, la delecion del gen
visP no condujo a un enriquecimiento de las especies de lipido A hidroxilado como lo hace en
S. Typhimurium (Moreira et al., 2013), sugiriendo que el producto del gen visP no tendria

impacto sobre la hidroxilacion de lipido A en S. Enteritidis.

6.2.- Efecto de la hidroxilacion del lipido A sobre la internalizacion y supervivencia

intracelular de S. Enteritidis en macrofagos murinos

Durante su ciclo infectivo, Salmonella establece contacto con macrofagos luego de
acceder a la capa submucosa en el intestino delgado, siendo la interaccién con los fagocitos
crucial en la patogénesis de la bacteria (Vazquez-Torres et al., 1999) (Fig. 1). Se determino la
influencia de la hidroxilacion del lipido A sobre la interaccion in vitro de S. Enteritidis con
macréfagos murinos a través de ensayos de proteccion a gentamicina en macrofagos de la
linea RAW264.7 infectados con la cepa silvestre, la mutante AlpxO y la mutante
complementada en trans, evaluando en cada caso la invasion y la supervivencia intracelular
(ver Seccion 2.15).

Se ha reportado que la delecién del gen IpxO en S. Typhimurium reduce su invasion en
células epiteliales (Moreira et al., 2013), pero no afecta la internalizacién de la bacteria en
macrofagos murinos (Gibbons et al., 2005). En contraste, en S. Enteritidis la internalizacion de
la mutante AlpxO fue significativamente superior (~120 veces) a la de la cepa silvestre en
macrofagos RAW?264.7 (Fig. 10A). La reincorporacion del gen IpxO restaurd solo parcialmente
el fenotipo silvestre, disminuyendo el porcentaje de internalizacion en la mutante AlpxO
complementada en trans, pero siendo todavia estadisticamente mayor que el porcentaje de

internalizacion de la cepa silvestre (Fig. 10B). La cepa silvestre y la mutante transformadas con
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el vector vacio como controles de complementacion, mostraron el mismo comportamiento que
las respectivas cepas sin transformar (Fig. 10B).

En cuanto a la supervivencia intracelular de S. Enteritidis en macréfagos, se observo
que la mutante AlpxO sobrevive menos que la cepa silvestre a tiempos cortos (2 h) y
especialmente a tiempos largos (20 h) de infeccion, cuando la diferencia es estadisticamente
significativa (Fig. 10C). Al contrario de la cepa silvestre, cuyo porcentaje de supervivencia
practicamente se duplico a las 20 h, la mutante AlpxO es incapaz de replicarse al interior de los
macrofagos (Fig. 10C). Este fenotipo coincide con lo descrito previamente para

S. Typhimurium en el mismo tipo celular (Moreira et al., 2013).
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Figura 10. Efecto de la hidroxilacion del lipido A sobre la internalizacion y supervivencia intracelular de S. Enteritidis
en macréfagos murinos. Ensayos de infeccion de macréfagos RAW264.7 con la cepa silvestre (wt) y la mutante AlpxO de
S. Enteritidis NCTC13349 para evaluar internalizacién (A) y supervivencia intracelular (B) in vitro. La internalizacién (C) y la
supervivencia (D) también se determinaron para la mutante AjpxO complementada en frans con el gen lpxO (AlpxO /
pBAD::px0), y para los controles de complementacion correspondientes a la cepa silvestre (wt / pBAD-TOPO) y la mutante
AlpxO (AlpxO / pBAD-TOPO), ambas transformadas con el vector vacio (ver Seccién 5.20). Cada barra representa el
promedio de tres réplicas bioldgicas con el error estandar del promedio asociado. En el caso de la supervivencia intracelular
(C y D), las barras de color sdlido y las barras achuradas corresponden a tiempos de infeccion de 2 h y 20 h,
respectivamente. (ns: no significativo; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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En contraposicion a lo esperado, en la mutante complementada en trans con el gen
IpxO no se revirtio ni siquiera parcialmente el efecto en la supervivencia intracelular
ocasionado por la delecion de este gen (Fig. 10D). A tiempos largos, la supervivencia
intracelular de la cepa silvestre transformada con el vector vacio también fue
significativamente mayor que la de la mutante AlpxO transformada con el mismo vector
(Fig. 10D), lo que concuerda con la observacién para las mismas cepas no transformadas.

La complementacion en trans con el gen IpxO rescatdé de manera parcial el fenotipo
mutante para la internalizacién, sin embargo, no se recuperd en lo absoluto la supervivencia
intracelular de la cepa silvestre. Este fendmeno se podria explicar como una consecuencia de
que en la mutante AlpxO complementada en trans virtualmente todas las moléculas de lipido
A que se producen estan hidroxiladas (ver Fig. 9F) a causa de la sobreexpresion del gen IpxO,
producto del alto nimero de copias del vector en que se clond. Dicha situacion no se ajusta al
perfil silvestre del lipido A de Salmonella en aerobiosis, donde las especies hidroxiladas son
mayoritarias, pero no exclusivas (ver Fig. 9A).

Conjuntamente, los resultados sugieren que un grado adecuado de hidroxilacion del
lipido A ayudaria a que en una primera instancia S. Enteritidis evite la fagocitosis por parte de
macréfagos murinos y una vez fagocitada, contribuiria a que la bacteria sobreviva y se
replique intracelularmente. Algo similar se ha descrito para S. Typhimurium, donde tanto la
ausencia como el exceso del lipido A hidroxilado producen una reduccién de la supervivencia

bacteriana en macréfagos J774 (Moreira et al., 2013).

6.3.- La delecion del gen IpxO incrementa la secrecion de IL-6 en macréfagos murinos

infectados con S. Enteritidis.

En K. pneumoniae la delecion del gen IpxO conduce a un fenotipo de lipido A no
hidroxilado, tal como ocurre en S. Enteritidis (Fig. 9B). La infeccion con una mutante AlpxO
de K. pneumoniae induce una mayor secrecion de TNF-a in vitro por parte de macréfagos
murinos, asi como también un incremento en la expresion in vivo de la citoquina en ratones,
sugiriendo que la ausencia de la hidroxilacion elevaria el potencial inflamatorio del lipido A
(Llobet et al., 2015). Este fenémeno no ha sido estudiado en ningin miembro del género
Salmonella. El efecto de la hidroxilacion sobre la inmunogenicidad del lipido A de
S. Enteritidis se determino midiendo la secrecion de IL-6 como marcador de la magnitud de la

repuesta inflamatoria de macrofagos murinos RAW?264.7 frente a una infeccion con la cepa
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silvestre o con las mutantes AlpxO y AvisP. La citoquina se cuantificé en sobrenadantes de
cultivo celular mediante inmunoensayo (ver Seccion 5.16).

La mayor secrecion de IL-6 se registrd en los macréfagos infectados con la mutante
AlpxO, siendo ~2,5 veces superior a la cantidad secretada por las células infectadas con la
bacteria silvestre (Fig. 11). Este incremento sugiere que la ausencia de lipido A hidroxilado
estimula una reaccion inflamatoria mas robusta. Por lo tanto, la hidroxilacion contribuiria a
mitigar la capacidad inmunogénica del lipido A de S. Enteritidis. Por su parte, al infectar los
macrofagos con la mutante AvisP, la cual no presenta alteraciones en la estructura del lipido A
con respecto a la cepa silvestre (ver Fig. 9C), la secrecion de la citoquina alcanzo6 niveles muy

similares a los de macrofagos desafiados con la bacteria silvestre (Fig. 11).

Figura 11. Efecto de la delecion del gen /pxO sobre la

0007 f 1 secrecion de IL-6 en macréfagos murinos infectados con

S. Enteritidis. Concentracion de IL-6 en el sobrenadante de

5 90001 cultivo de macréfagos murinos RAW264.7 infectados
; ey : ns separadamente con la cepa silvestre (wt) y las mutantes AlpxO'y
S — i 1 AvisP. Los sobrenadantes se recolectaron luego de una
= incubacion de 20 h. El sobrenadante de cultivo de macréfagos sin
07 infectar se us6 como control negativo no estimulado (S/E) para
— definir la secrecion basal de IL-6 en las condiciones de ensayo

y \@ & o (ver Seccion 5.16.1). La citoquina se cuantific6 mediante un

® & A inmunoensayo comercial tipo ELISA (ver Seccién 5.16.2). Cada

barra representa el promedio de tres réplicas bioldgicas con el
error estandar del promedio asociado. La significancia estadistica se determiné mediante una prueba ¢ de Student con un
intervalo de confianza minimo del 95% (ns: no significativo; *p<0,05).

6.4.- La hidroxilacién del lipido A afecta la capacidad de colonizacion intestinal y

sistémica de S. Enteritidis en modelo murino

Los cambios en la hidroxilacién del lipido A en S. Typhimurium, ya sea por delecion
del gen IpxO o del gen visP, provocan una atenuacion de la virulencia in vivo, la cual se
manifiesta como una deficiencia en la colonizacion del intestino y érganos internos y una
disminucion de la letalidad en ratones (Moreira et al., 2013). Como en S. Enteritidis la
delecion del gen visP no afectd la distribucion de especies del lipido A (Fig. 9C), para estudiar
el impacto de la hidroxilacion del lipido A sobre la virulencia in vivo se uso la cepa silvestre,
la mutante AlpxO y la mutante AlpxO complementada en trans, realizando ensayos de
infeccion en un modelo murino de colitis (Barthel et al., 2003; Hapfelmeier et al., 2004). Las
cepas se inocularon oralmente en ratones C57BL/6 tratados con estreptomicina y, luego de 4

dias post inoculacion, la colonizacion intestinal y sistémica se evalu6 en funcion de la carga
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bacteriana recuperada desde el intestino, tejidos subyacentes y organos internos (ver Seccion
5.17). A fin de seleccionar las bacterias para el recuento luego de la infeccion in vivo, todas las
cepas de S. Enteritidis fueron mutagenizadas por transduccion con un lisado de fago P22,
incorporando como marcador de seleccion un cassette de resistencia a Kan en reemplazo del

gen phoN (ver Seccién 5.17.2).
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Figura 12. Efecto de la hidroxilacién del lipido A sobre la colonizacion intestinal y sistémica de S. Enteritidis en un
modelo murino. Carga bacteriana de S. Enteritidis contenida en el ciego, placas de Peyer (PP), nodos linfaticos
mesentéricos (MLN), higado y bazo de ratones C57BL/6 infectados. Los animales se inocularon oralmente con la cepa
silvestre (@) y la mutante AlpxO (m) sin transformar (A); o con las cepas control silvestre (A ) y mutante (V¥ ) transformadas
con el vector vacio y con la mutante complementada en trans (¢) (B). En particular, se muestra el recuento para todas las
cepas bacteriana en el ciego (C) y bazo (D). En todos los casos, la carga bacteriana se expresa como UFC por masa
(UFClg) de tejido. Dentro de los distintos grupos experimentales, los simbolos (e; m ; A ; ¥ ; ¢) representan individualmente
el valor de la carga bacteriana recuperada desde cada ratén. La linea horizontal media indica el promedio del recuento para
cinco réplicas bioldgicas. También se sefiala el error estandar asociado al promedio. En todos los graficos, el eje Y se
establecié como escala logaritmica en base 10. (ns: no significativo; *p<0,05; **p<0,01).

En las placas de Peyer (PP), los nodos linfaticos mesentéricos (MLN), el bazo y el
higado, la mutante AlpxO y la cepa silvestre mostraron un recuento relativamente similar entre
si (Fig. 12A). En cambio, en el ciego se recuper0 una carga bacteriana menor para la mutante
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AlpxO en comparacion a la cepa silvestre, siendo éste el Unico tejido donde la delecidn de este
gen tuvo un efecto estadisticamente significativo (Fig. 12A y C). La mutante AlpxO
transformada con el vector pBAD-TOPO vacio y especialmente la mutante complementada en
trans, también presentaron un recuento menor respecto a su contraparte silvestre en el ciego
(Fig. 12C), aunque s6lo como una tendencia sin alcanzar significancia estadistica. Esta
tendencia, vale decir una menor carga bacteriana al infectar con la mutante AlpxO
complementada, se observd en la mayoria de los otros tejidos (Fig. 12B). En el bazo, sin
embargo, organo en que tanto la cepa silvestre como la mutante AlpxO transformadas con el
vector vacio presentaron una carga bacteriana similar, la carga bacteriana recuperada fue
significativamente menor al infectar con la mutante complementada en comparacion a las
cepas control (Fig. 12B y D). Al igual que para las cepas transformantes usadas como control,
en el bazo no hubo diferencia estadistica de la carga bacteriana entre la cepa silvestre y la
mutante AlpxO sin transformar (Fig. 12D).

En suma, los resultados sugieren que un adecuado balance de la hidroxilacién del
lipido A contribuye a la capacidad de S. Enteritidis para colonizar intestinal y sistémicamente
a un hospedero murino durante una infeccion in vivo. Este balance seria particularmente
importante para la colonizacion del intestino, pues la mutante AlpxO y la mutante
complementada en trans tienen un fuerte fenotipo de atenuacion en el ciego (Fig. 11C). A nivel
sistémico, la completa hidroxilacion del lipido A pareceria ser mas perjudicial para la
virulencia in vivo de la bacteria que la ausencia de la modificacion, ya que en el bazo la
mutante AlpxO desarrolla un fenotipo cercano al silvestre, mientras que la mutante AlpxO
complementada en trans tuvo una deficiencia significativamente mayor para colonizar dicho

organo (Fig. 11D).

6.5.- La mutante AlpxO de S. Enteritidis complementada en trans sufre una seleccion

negativa durante la infeccion en ratones C57BL/6

En los ensayos de infeccion in vivo, todas las cepas de S. Enteritidis tenian un gen de
resistencia a Kan en su cromosoma (ver Seccion 5.17.2). Adicional a esto, las cepas
transformadas con el vector pPBAD-TOPO vacio (cepa silvestre y mutante AlpxO) o con su
derivado pBAD::IpxO (mutante complementada en trans), también tenian resistencia
Amp/Carb conferida por el plasmidio (ver Seccion 5.11).
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Las diluciones seriadas de los homogeneizados de organos Y tejidos provenientes de
los grupos de ratones infectados con la mutante AlpxO complementada en trans y con las dos
cepas transformantes control, se sembraron en agar LB con Kan y Carb (Fig. 11) En paralelo,
las mismas diluciones de un ratén por grupo también se sembraron en agar LB con Kan para
monitorear si existia alguna diferencia en el recuento entre los medios suplementados con los
distintos antibidticos (ver Seccién 5.17.2).

Unicamente en el caso de la mutante AlpxO complementada en trans se detecté un
mayor recuento en agar LB con Kan comparado con el medio suplementado con Kan y Carb,
ante lo cual las diluciones de todos los ratones restantes en el grupo se sembraron
excepcionalmente en agar LB sdlo con Kan. El recuento de la mutante complementada fue
mayor en el medio con Kan respecto al medio con Kan y Carb en todos los 6rganos Y tejidos,
siendo esta variacion estadisticamente significativa en el ciego, PP, NLM y bazo (Fig. 13A).

Dado que la resistencia a Kan es otorgada por un marcador de seleccion cromosémico,
ésta es estable durante la infeccidon in vivo. Por otro lado, la resistencia a Carb podria perderse
por segregacion del plasmidio durante el paso de las bacterias por el animal, especialmente
debido a que los ratones no se les administro el antibiotico. La pérdida del plasmidio se podria
atribuir a una conjuncion de tres factores: (i) la ausencia de Amp/Carb ejerciendo una
seleccion para mantener al plasmidio durante la infeccion (Imanaka et al., 1981; Boe et al.,
1987), (ii) el elevado costo metabdlico que implica la replicacion un plasmidio de alto numero
de copias durante la infeccion (Popov et al., 2011; Silva et al., 2012b) v (iii) la atenuacién in
vivo inducida por un fenotipo de lipido A completamente hidroxilado resultado de la
complementacion en trans (Fig. 9C). Todo ello podria contribuir a que el plasmidio se pierda
in vivo y a que la poblacién bacteriana viable dentro del animal se enriqueciera en aquellas
bacterias que perdieron el plasmidio, derivando en una disminucién de las resistentes a Kan y
Carb. Las dos primeras situaciones (i y ii) también deberian afectar a las cepas silvestre y
mutante transformadas con el vector vacio; sin embargo, sélo en la poblacion de la mutante
complementada en trans se observd una pérdida de la resistencia conferida por el plasmidio.
Esto sugiere que la sobreexpresion ectdpica de IpxO, que determina un fenotipo de lipido A
hiperhidroxilado, es negativa para la supervivencia in vivo de las bacterias que mantienen el

vector.
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Figura 13. Pérdida del plasmidio pBAD::IpxO durante la infeccion de ratones C57BL76 con la mutante AlpxO de
S. Enteritidis complementada en trans. Recuento bacteriano expresado en UFC/g de los distintos tejidos recolectados
desde ratones C57BL/6 infectados con la mutante AlpxO complementada en trans (A). Curvas de crecimiento in vitro de la
mutante AlpxO complementada en trans (B) y de la cepa silvestre (C) y mutante (D) transformadas con el vector
pBAD-TOPOQ vacio. Todos los cultivos se efectuaron en caldo LB sin suplementar, monitoreando el crecimiento cada 30 min
a partir de 1 h tras la inoculacion y hasta completar 4h (ver Seccidn 5.18). En todos los casos se indican tanto el recuento en
agar LB con Kan (simbolos sélidos) como el recuento en agar LB con Kan y Carb/Amp (simbolos sin relleno). La linea
horizontal media representa el promedio del recuento para cinco (A) y tres (B, C y D) réplicas biolégicas. También se sefiala
el error estandar asociado al promedio. En todos los gréficos, el eje Y se establecié como escala logaritmica en base 10. PP:
placas de Peyer; MLN: nodos linfaticos mesentéricos. (ns: no significativo; *p<0,05; **p<0,01).

Con la finalidad de reafirmar la idea anterior y descartar que la pérdida de la resistencia
a Carb observada in vivo en la mutante complementada sea causada por la inestabilidad
intrinseca del vector pPBAD-TOPO en ausencia de seleccion, su estabilidad se evalu6 in vitro a
través de curvas de crecimiento de todas las cepas transformantes. Para esto, las cepas se
cultivaron en caldo LB y periédicamente se sembraron para su recuento tanto en agar LB con
Kan como en agar LB con Kan y Amp (ver Seccion 5.18). No se observo diferencia entre el
recuento en agar LB suplementado sélo con Kan y el recuento obtenido en agar LB
suplementado con Kan y Amp, ni para la mutante complementada en trans (Fig. 13B) ni para

la cepa silvestre (Fig. 13C) y mutante (Fig. 13D) transformadas con el vector vacio. Los
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resultados sugieren que la ausencia de seleccion mediante antibioticos es insuficiente para
causar la pérdida del vector pBAD-TOPO por segregacion. No obstante, se requieren
experimentos adicionales para determinar si la atenuacion in vivo ocasionada por la completa
hidroxilacion del lipido A y/o el costo metabdlico de la replicacion del vector, promueven la
menor recuperacion de colonias resistentes a Kan y Amp de la mutante AlpxO complementada

en trans.

6.6.- La hidroxilacion del lipido A altera la cinética de crecimiento, pero no la biomasa

total de S. Enteritidis en cultivo

LpxO es una proteina que se inserta en la cara citoplasmatica de la membrana
plasmaética (Doerrler et al., 2004; Gibbons et al., 2008), donde cataliza la hidroxilacién del
lipido A (Gibbons et al., 2000; Gibbons et al., 2008). Cambios en la cantidad de LpxO en la
membrana o en el nivel de hidroxilacién del lipido A (Fig. 9), ya sea por delecién o
sobreexpresion del gen IpxO, podrian alterar la cinética de crecimiento de S. Enteritidis. Esto
se evalub comparando la tasa de crecimiento in vitro de la mutante AlpxO complementada en
trans y de las cepas silvestre y mutante transformadas con el vector vacio como control (ver
Seccion 5.19).

Las curvas de crecimiento mostraron que las tres cepas transformantes se replicaron
siguiendo un comportamiento exponencial similar, alcanzando también una biomasa final
comparable (Fig. 14A). La velocidad especifica de crecimiento resultd mayor para la cepa
silvestre comparada con las mutantes, principalmente respecto a la mutante complementada en
trans que presentd la tasa de crecimiento méas baja en fase exponencial. No obstante,
Unicamente en el caso de la mutante transformada con el vector vacio y su contraparte
complementada en trans hubo una diferencia estadisticamente significativa (Fig. 14B).

La mutante AlpxO complementada en trans, que sélo produce un lipido A hidroxilado
(Fig. 9E), presentd una tasa de crecimiento incluso menor a la mutante transformada con el
vector vacio, cuyo lipido A no esta hidroxilado (Fig. 9F). Considerando esto, se concluye que
la hidroxilacion excesiva del lipido A alteraria la cinética de crecimiento de S. Enteritidis in
vitro mas fuertemente que la ausencia de la modificacion. EI menor efecto de un lipido A sin
hidroxilar sobre el crecimiento de S. Enteritidis in vitro tiene cierta congruencia con hallazgos
descritos para S. Typhimurium, donde la delecion del gen IpxO no afecta el crecimiento del

serovar en caldo LB ni en medio minimo N con bajo Mg®*, asi como tampoco compromete la
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integridad de membrana de la bacteria en ninguna de las dos condiciones (Gibbons et al.,
2008).
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Figura 14. Efecto de la hidroxilacién del lipido A sobre la cinética de crecimiento de S. Enteritidis in vitro. Curvas de
crecimiento in vifro de la mutante AlpxO complementada en frans (¢) y de la cepa silvestre (A) y mutante (V)
transformadas con el vector pBAD-TOPO vacio (A). Los cultivos se efectuaron en caldo LB sin suplementar, monitoreando el
crecimiento por recuento bacteriano en agar LB suplementado con Kan y Amp (ver Seccién 5.18). La velocidad especifica
de crecimiento (UFC/mL*min) de cada cepa (B) se determiné como la pendiente de la funcién lineal a la que cada curva se
ajustod en su etapa exponencial (ver Seccion 5.19). Se sefiala el error estandar asociado al promedio de tres réplicas
biologicas. En el gréaficos, el eje Y se establecié como escala logaritmica en base 10 en A y cémo escala lineal en B. (ns: no
significativo; **p<0,01).
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7.- DISCUSION

Desde su entrada al hospedero, Salmonella estd sometida a una serie de
microambientes inductores de estrés, especialmente en su paso por el estdmago, cuando
alcanza el lumen del intestino o intracelularmente, luego de ser fagocitada por los macréfagos
residentes en el subepitelio intestinal (Fig. 1) (Haraga et al., 2008). Las condiciones
ambientales en cada uno de estos sitios constituyen sefiales que activan mecanismos
adaptativos en la bacteria, siendo uno de ellos la remodelacion de su envoltura (Shen & Fang,
2012; Fabrega & Vila, 2013).

La superficie mas expuesta en la envoltura de bacterias Gram negativo es la membrana
externa, cuya cara externa esta mayoritariamente compuesta por el LPS. EI dominio més
interno del LPS es el lipido A, el cual funciona como un potente inductor de la respuesta
inmune innata (Galanos et al., 1985). Salmonella, como muchos otros patdgenos Gram
negativo, tiene un conjunto de enzimas que pueden remodelar la estructura del lipido A, lo que
ayuda a la bacteria a sortear las defensas inmunol6gicas del hospedero (Wang & Quinn, 2010).
Entre ellas, LpxO cataliza la hidroxilacion del lipido A en S. Typhimurium (Gibbons et al.,
2000; Gibbons et al., 2005; Gibbons et al., 2008), modificacion cuya relevancia en la
interaccion de S. Enteritidis con el hospedero se desconocia. Mas adn, su impacto sobre el
potencial inmunogénico del lipido A no habia sido estudiado en el género Salmonella. Los
resultados obtenidos en esta tesis indican que el grado de hidroxilacion del lipido A de
S. Enteritidis es relevante para su internalizacion en macréfagos murinos, como también para
la supervivencia intracelular del patégeno en estas células. Ademds, se muestra que la
alteracion del nivel de hidroxilacion del lipido A genera graves defectos en la colonizacion
intestinal y sistémica de S. Enteritidis en ratones. Por Gltimo, la hidroxilacion del lipido A
también tiene efecto sobre la secrecidn de IL-6 por parte de macréfagos, siendo ésta la primera
evidencia dentro del género Salmonella referida a que esta modificacion podria influir sobre la

inmunogenicidad del lipido A.

7.1.- Perfil de especies de lipido A determinado por los genes IpxO y visP en
S. Enteritidis.

Para este estudio se uso S. Enteritidis NCTC13349 como cepa silvestre y a partir de

ésta se generd una mutante AlpxO. La cepa silvestre mostré un fenotipo de lipido A en que
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coexisten especies no hidroxiladas e hidroxiladas cuando se cultivé aerobicamente en medio
minimo E. Esto concuerda con observaciones previas, donde se encontrd este mismo perfil de
especies de lipido A para S. Enteritidis y S. Typhimurium crecidas bajo estas condiciones
(Fernandez et al., 2018). Por su parte, en el espectro de masas del lipido A obtenido a partir de
la mutante AlpxO de S. Enteritidis, se observaron unicamente las sefiales de las especies no
hidroxiladas (Fig. 9B). Este perfil tiene coherencia con la delecion de IpxO, ya que en ausencia
de la enzima codificada por el gen, la modificacion no ocurre (Gibbons et al., 2000; Gibbons
et al., 2005). A fin de complementar el fenotipo mutante, la cepa AlpxO se transformo con el
plasmidio recombinante pBAD::IpxO, que contiene una copia silvestre del gen IpxO
incluyendo su region promotora. Sorprendentemente, en la mutante AlpxO complementada no
se restablecio la distribucion silvestre de las especies de lipido A para S. Enteritidis, sino que
se observo exclusivamente la produccion especies hidroxiladas (Fig. 9F). Esta hidroxilacion
exacerbada del lipido A se podria atribuir a una sobreexpresion del gen IpxO, consecuencia del
alto numero de copias del vector utilizado, sumado a la elevada expresion basal del gen en
Salmonella (Gibbons et al., 2005). Asi, se dispuso de tres cepas de S. Enteritidis con distintos
niveles de hidroxilacion en su lipido A para evaluar el efecto de esta modificacion sobre la
virulencia in vivo e in vitro.

Es importante mencionar que la delecion del gen visP no afect6 el nimero, distribucion
ni abundancia de las especies de lipido A producido por S. Enteritidis (Fig. 9C), a diferencia de
S. Typhimurium donde la delecion del gen causa un enriquecimiento significativo de las
especies hidroxiladas (Moreira et al., 2013). En esta bacteria se hipotetiza que VisP actuaria
como un inhibidor de la actividad enzimética de LpxO; sin embargo, el gen visP también
determina fenotipos independientes de LpxO, como la resistencia a CAMPs. Ademas, VisP
estd presente en el genoma de bacterias que carecen del gen IpxO (Moreira et al., 2013;
Matson et al., 2017). Por lo tanto, no se puede descartar que en S. Enteritidis el gen visP esté
involucrado en otras funciones no relacionadas con el remodelamiento del lipido A. La
mutante AvisP tampoco altero la liberacion de 1L-6 desde macrofagos RAW?264.7 infectados
(Fig. 11), lo cual es coherente con el hecho que la delecion del gen visP no provocé ningin

cambio en el perfil del lipido A producido por S. Enteritidis.
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7.2.- Influencia de la hidroxilacion del lipido A sobre la interaccion de S. Enteritidis con

macréfagos murinos

La hidroxilacion del lipido A influyd drasticamente en la internalizacion y
supervivencia intracelular de S. Enteritidis en macrofagos murinos RAW?264.7. Cuando se
deleciond el gen IpxO, que conduce a un lipido A no hidroxilado (Fig. 9B), la internalizacion
de la bacteria aumentd ~120 veces (Fig. 10A). Este resultado se opone a la hipotesis de esta
tesis, ya que indica que la hidroxilacion no favorece la internalizacién, sino que, por el
contrario, contribuye a que S. Enteritidis escape de la fagocitosis por parte de macrofagos.
Considerando la baja disponibilidad de oxigeno que Salmonella enfrenta en el intestino
(Haraga et al., 2008; Hebrard et al., 2011), la bacteria tendria un lipido A mayoritariamente no
hidroxilado que podria provocar que sea fagocitada mas eficientemente por macréfagos en el
subepitelio intestinal, proceso que es indispensable para que la bacteria se disemine por el
organismo (Vazquez-Torres et al., 1999).

Cuando la hidroxilacion del lipido A se describi6 en S. Typhimurium, no se encontré
efecto de la modificacidn sobre su capacidad para invadir y replicarse dentro de macréfagos
murinos RAW264.7 (Gibbons et al., 2005). A pesar que entre S. Enteritidis y S. Typhimurium
existe una gran similitud a nivel genémico (Thompson et al., 2008) y patogénico (Silva et al.,
2012), corresponden a serovares distintos, en consecuencia, la hidroxilacion del lipido A no
tendra necesariamente una contribucién reproducible en el comportamiento de ambas
bacterias, aln interactuando con la misma linea celular. Por otra parte, en células epiteliales se
ha observado que mutantes AlpxO de S. Typhimurium desarrollan una menor invasion
(Moreira et al., 20013). El ingreso de Salmonella a células epiteliales ocurre a través de una
endocitosis inducida por efectores bacterianos translocados hacia el citoplasma celular por el
T3SS codificado en la SPI-1, proceso que difiere ampliamente de la fagocitosis que sufre la
bacteria por parte de los macréfagos (Vazquez-Torres et al., 1999). Es por ello que la delecion
del gen IpxO podria determinar un fenotipo de internalizacion para S. Enteritidis en
macrofagos murinos distinto al de S. Typhimurium en células epiteliales no fagociticas.

Si la total ausencia de hidroxilacion en el lipido A de la mutante AlpxO incrementd la
internalizacion de S. Enteritidis en macrofagos, se podria suponer que este fenotipo seria
revertido en la mutante complementada en trans, debido a que su lipido A estd completamente
hidroxilado. Sin embargo, aunque la mutante AlpxO complementada en trans se internalizo

significativamente menos que la mutante sin complementar, no alcanzo6 los bajos niveles de
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internalizacion de la cepa silvestre (Fig. 10B). Algo similar ocurrid con la supervivencia
intracelular de S. Enteritidis, donde la mutante AlpxO (Fig. 10C) y la mutante complementada
en trans (Fig. 10D) resultaron igualmente incapaces de sobrevivir y proliferar al interior de
macrofagos, en comparacion con la cepa silvestre, deficiencia que es méas acentuada a tiempos
largos de infeccion. Estas observaciones sugieren que la capacidad de S. Enteritidis para
modular su fagocitosis por parte de macréfagos murinos y luego para sobrevivir
intracelularmente, requeriria de una adecuada proporcion de lipido A hidroxilado y no
hidroxilado en la membrana externa, tal como ocurre en la cepa silvestre (Fig. 9A). Esto es
congruente con lo descrito en S. Typhimurium, donde la nula o excesiva hidroxilacion del
lipido A disminuyen la supervivencia del serovar en macréfagos J774 (Moreira et al., 2013).
En este control fino del nivel de hidroxilacion del lipido A, la disponibilidad de oxigeno seria
de gran relevancia ya que, como recientemente demostro nuestro grupo, el oxigeno constituye
una sefial positiva para la transcripcion de IpxO y, consecuentemente, para la hidroxilacion del
lipido A de S. Enteritidis (Fernandez et al, 2018).

Por otra parte, en los macréfagos Salmonella estd contenida intracelularmente dentro
de un fagosoma, donde debe soportar un pH medianamente acido (5.0) y la presencia de
agente bacterioliticos, como CAMPs y ROS/RNS (Alpuche-Aranda et al., 1992; Bader et al.,
2003; Vazquez-Torres & Fang, 2001). La resistencia a estrés acido y oxidativo es reducida por
cambios en la hidroxilacion del lipido A en S. Typhimurium (Moreira. Et al., 2013), los cuales
también alteran la permeabilidad de su membrana (Murata et al., 2007). Es asi como la falta
de lipido A hidroxilado en la mutante AlpxO y su exceso en la mutante complementada en
trans, podrian aumentar la susceptibilidad de S. Enteritidis a las condiciones de estrés
existentes en macrofagos, afectando la capacidad de la bacteria para sobrevivir en su interior.
Se requieren experimentos adicionales para esclarecer si la hidroxilacion del lipido A afecta la
sensibilidad de S. Enteritidis a agentes estresores de membrana, como los encontrados en el

fagosoma de los macréfagos.

7.3.- Impacto de la hidroxilacion del lipido A sobre la inmunogenicidad de S. Enteritidis

in vitro

La respuesta inflamatoria montada por macréfagos murinos ante la infeccion por
S. Enteritidis, es otro de los aspectos en que los cambios en la hidroxilacion del lipido A

ocasionaron alteraciones. Ante la ausencia de la modificacion, las propiedades inmunogénicas
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del lipido A de S. Enteritidis se acentuaron, siendo mayor la secrecién de IL-6 por macrofagos
RAW?264.7 cuando se desafiaron con la mutante AlpxO (Fig. 11). Este es un fendmeno que
hasta ahora no se habia observado en el género Salmonella, pero que concuerda con hallazgos
obtenidos en K. pneumoniae, donde mutantes AlpxO estimulan una mayor produccion in vitro
de TNF-a en macréfagos murinos e inducen una mayor expresion in vivo de la citoquina en
ratones (Llobet et al., 2015). Los serovares no tifoideos de Salmonella, tales como
S. Enteritidis y S. Typhimurium, usualmente desencadenan una potente respuesta inflamatoria
en el intestino de su hospedero, generando un nicho con presencia de sustratos que la bacteria
puede metabolizar para competir con la microbiota comensal. Esta inflamacion también
promueve la excrecion del patdgeno hacia el ambiente, facilitando su transmision por via
fecal-oral (Rivera-Chavez & Baumler, 2015). En concordancia con esto, Salmonella
produciria lipido A mayoritariamente no hidroxilado y con un mayor potencial pro-
inflamatorio en el microambiente anaerdébico del lumen intestinal, lo que podria contribuir a
una mayor capacidad de colonizacion in vivo (Fernandez et al., 2018).

La actividad del lipido A como inmundgeno depende de su reconocimiento por el
receptor TLR4, que es expresado en macrofagos (monocitos), neutréfilos, células dendriticas,
linfocitos y células endoteliales (Raetz & Whitfield, 2002; Akira et al., 2006). La activacion
del TLR4 promueve la transcripcién de mas de 1000 genes (Bjorkbacka et al., 2004), llevando
a una respuesta inmune pleiotrépica que entre muchos eventos incluye la secrecion de
citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1B (Dinarello, 1991; Takeuchi & Akira,
2010). El receptor TLR4 es activado como consecuencia de una dimerizacién inducida por la
unién del lipido A, en un proceso en que las cadenas de acidos grasos y los grupos fosfato
desempefian un rol crucial. Modificaciones de la estructura candnica del lipido A (Fig. 2%)
definen su caracter agonista o antagonista hacia el TLR4 (Akashi et al., 2001; Walsh et al.,
2008; Ohto et al., 2012), ya sea por incorporacion de motivos sobre los fosfatos terminales o
variacion del niamero de cadenas acilo (Brandenburg, et al., 1993; Seydel et al., 2000). Prueba
de esto es que la adicion de L-AradN sobre el fosfato 4’ por ArnT, la palmitoilacion en la
posicién 2 por PagP, o la remocion de cadenas aciladas desde el carbono 3 por PagL vy el
carbono 3’ por LpxR (Fig. 3), son todos cambios que aminoran la inmunogenicidad del lipido
A en Salmonella (Trent et al., 2001b; Kawasaki et al., 2004; Kawasaki et al., 2005; Reynolds
et al., 2006; Kawano et al., 2010). Como la hidroxilacion catalizada por LpxO también se
produce sobre una cadena de acido grado (carbono 2 de la acilacién secundaria de la posicion
3”) del lipido A (Fig. 2B) (Gibbons et al., 2000; Gibbons et al., 2008), esta modificacion podria
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debilitar el agonismo del lipido A de S. Enteritidis hacia el TLR4, al igual como ocurriria en
K. pneumoniae (Llobet et al., 2015). La dimerizacion del TLR4 necesita del correcto
posicionamiento de cinco de las seis cadenas acilo del lipido A canoénico dentro de un bolsillo
hidrofobico en el receptor (Park et al., 2009; Ohto et al., 2012). La hidroxilacion catalizada
por LpxO se produce precisamente en una de esas cinco cadenas. Si la modificacion implica
una alteracion de polaridad y/o conformacion, podria perturbar el acceso de la cadena a la
cavidad hidrofébica y con ello, interferir en la activacion del TLR4. En un hospedero, cuando
la concentracion de LPS libre es baja, la deteccion del lipido A requiere de la proteina de fase
aguda LBP (LPS Binding Protein) y del coreceptor CD14, que puede ser soluble o estar
anclado a membranas celulares. La proteina LBP extrae al LPS desde la membrana de la
bacteria y lo transfiere a CD14, el cual a su vez lo presenta al receptor TLR4 (Wurfel et al.,
1995; Wurfel & Wright, 1997). La hidroxilacién del lipido A podria también comprometer la
interaccion del LPS con LBP y/o CD14, contribuyendo al efecto inmunomodulador de la
modificacion in vivo. Sin embargo, a través de ensayos de estimulacion in vitro en ausencia de
LBP y CD14, como los efectuados en este trabajo, no es posible evaluar la contribucion de
ambos factores.

Las cepas de S. Enteritidis utilizadas en los ensayos de infeccién in vitro de
macrofagos RAW?264.7 s6lo difieren en la presencia, ausencia 0 nimero de copias del gen
IpxO y, por ende, virtualmente sélo varian en su perfil de hidroxilaciéon del lipido A. No
obstante, Salmonella tiene una multitud de otros antigenos (Mastroeni et al., 2001) que
también podrian haber aportado a la alteracion de la secrecion de IL-6 observada aqui. Estos
antigenos podrian estimular en los macréfagos una activacién tan intensa que enmascare el
efecto de la hidroxilacion sobre la inmunogenicidad el lipido A. Para evaluar esta posibilidad,
se deberia repetir los ensayos, pero desafiando a los macréfagos con un extracto de LPS o

lipido A purificado, asegurando que sea el Unico estimulo inductor del sistema.

7.4.- Participacion de la hidroxilacion del lipido A sobre la colonizacion intestinal y

sistémica de S. Enteritidis en un modelo murino.

Cuando se produjo un desbalance en la hidroxilacién del lipido A, se observd un
potenciamiento de la internalizacion de S. Enteritidis en macréfagos murinos (Fig. 10A-B),
pero una deficiencia en la supervivencia intracelular del patégeno (Fig. 10 C-D). Por su parte,

en ausencia de la modificacion, la respuesta inflamatoria desarrollada por los macrofagos
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frente a la bacteria se intensifico. Estas situaciones podrian ser la causa que subyace a la
capacidad de colonizacion deficiente que presentd la mutante AlpxO (Fig. 11A) y la mutante
complementada en trans (Fig. 11B) en un ensayo de infeccién por via oral en ratones C57BL/6.
Asi, la menor recuperacién de mutantes en el ciego, especialmente notoria en el caso de la
mutante AlpxO sin complementar (Fig. 11C), se podria explicar dado que las bacterias serian
fagocitadas y degradadas de manera mas eficiente por parte de los macréfagos, esto ultimo
probablemente es producto de una menor resistencia a las condiciones bactericidas al interior
de los fagocitos, como se discutié anteriormente. Ademas, la mutante AlpxO induce a que
macrdfagos liberen una gran cantidad de IL-6, citoquina pro-inflamatoria que participa en la
defensa contra patdgenos mediante el reclutamiento de polimorfonucleares (PMN), la
generacion de estrés oxidativo y la produccién de CAMPs en el subepitelio del intestinal
(Scheller et al., 2011). Aunque Salmonella se beneficia de un contexto inflamatorio en el
intestino (Rivera-Chavez & Baumler, 2015), una respuesta inmune tan extrema como la que
desencadena la mutante comparada con la cepa silvestre (Fig. 11) podria igualmente eliminar a
la bacteria. Complementariamente, la baja recuperacion de las mutantes desde Organos
internos, en especifico desde el bazo para la mutante AlpxO complementada en trans (Fig.
12D), podria ser el resultado de su incapacidad para sobrevivir y replicarse dentro de los
macrofagos, lo que les impediria utilizarlos como vehiculos para diseminarse sistémicamente,
como lo hacen algunos serovares de Salmonella durante el curso de la infeccion en un
hospedero (Vazquez-Torres et al., 1999).

Tanto en el contexto intestinal como sistémico de la virulencia in vivo de S. Enteritidis,
los defectos de la mutante AlpxO y de la mutante complementada en trans también podrian ser
ocasionados directamente por un aumento en la actividad bactericida de los macr6fagos. En
respuesta al desequilibrio en la hidroxilacion del lipido A, se podrian activar los mecanismos
bactericidas de macrofagos, como ocurre por ejemplo con la modificacién catalizada por la
lipasa LpxR, que en S. Typhimurium reduce la sintesis de la enzima 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS) en macr6fagos RAW264.7 (Kawano et al., 2010).

7.5.- Seleccion negativa de la mutante AlpxO de S. Enteritidis complementada en trans

durante la infeccion in vivo y la alteracion de su cinética de crecimiento in vitro

En los ensayos de infeccion in vivo de S. Enteritidis en el hospedero murino, todas las
cepas llevaban en su genoma un cassette de resistencia a Kan como marcador cromosomico

para su seleccion. Adicionalmente, la mutante AlpxO complementada en trans, asi como las
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cepas silvestre y mutante transformadas con el vector pPBAD-TOPO vacio tenian resistencia a
Carb/Amp. Al respecto, es importante mencionar que durante los ensayos los ratones no se
trataron con Carb o Amp, antibidticos que seleccionan la mantencion estable de los derivados
del vector pBAD-TOPO, existiendo, por lo tanto, el riesgo que las cepas transformantes
perdieran el vector por segregacion durante su paso por el animal (Imanaka et al., 1981; Boe et
al., 1987). Sin embargo, esto ocurrié sélo en la mutante complementada en trans (Fig. 13A), lo
que sugiere que esta cepa mutante fue sometida a una seleccion negativa en el hospedero
debido a la hidroxilacion excesiva de su lipido A. Ciertamente, la pérdida del vector in vivo en
la mutante complementada en trans también podria ser ocasionada por el estrés metabdlico
que causa la replicacién de pBAD-TOPO en las bacterias, al ser éste un plasmidio con un alto
namero de copias (Popov et al., 2011; Silva et al., 2012b). A pesar de esto, la inestabilidad no
se manifestd en ninguna de las cepas control (transformadas con el vector vacio), apoyando la
hipdtesis que la seleccion negativa en el hospedero resultd de la hidroxilacion excesiva del
lipido A en la mutante complementada en trans. Otra explicacion para la pérdida del
plasmidio en la mutante complementada en trans se relaciona con el hecho que la
sobreexpresion de genes que codifican proteinas de membrana suele ser toxico para la bacteria
(Preston, 2003) y LpxO se ha descrito como una proteina localizada en la membrana
plasmaética (Gibbons et al., 2000; Doerrler et al., 2004; Gibbons et al., 2008). A pesar que la
sobreexpresion del gen IpxO en la mutante complementada en trans produjo una demora en la
cinética de crecimiento in vitro de S. Enteritidis en un medio rico en nutrientes, esta
perturbacién no afectd la generacion de biomasa total de la bacteria en cultivo (Fig. 14). A
diferencia de otros genes que codifican proteinas de membrana, la sobreexpresion de IpxO no
afectaria de manera tan profunda el crecimiento bacteriano, posiblemente debido a que LpxO
solo se inserta en la cara citoplasmatica de la membrana interna a través de dominios
hidrofobicos en sus extremos N- y C-terminal (Doerrler et al., 2004; Gibbons et al., 2008).
Esto no causaria un cambio estructural tan drastico en la membrana, como el que se produce
por la incorporacion proteinas integrales de membrana (Wagner et al., 2007; Gubellini et al.,
2011). En conjunto, estas observaciones apoyan la idea que es la excesiva hidroxilacion del
lipido A la que lleva a la pérdida del plasmidio en la mutante complementada en trans, lo que
a su vez podria explicar el fenotipo atenuado que esta mutante mostro sistémicamente en el
modelo de infeccion animal (Fig. 11D).

Ademas de ser una proteina de membrana interna, LpxO maodifica la estructura del

lipido A, que es la porcion hidrofobica que mantiene al LPS anclado a la membrana externa
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como uno de los componentes mayoritarios en su cara externa (Molinaro et al., 2014; Giuliani
et al., 2010). La hidroxilacién catalizada por LpxO se ha asociado a una mayor estabilidad y
menor permeabilidad de la membrana externa, por el establecimiento de enlaces tipo puente de
hidrégeno entre los grupos OH de moléculas de lipido A hidroxilado adyacentes (Nikaido,
2003; Murata et al., 2007). De esta forma, el exceso de lipido A hidroxilado por la
sobreexpresion de lpxO podria interferir con la fluidez de la membrana, alterando asi el
crecimiento de S. Enteritidis. Bajo ese mismo razonamiento, también se esperaria que la
delecion del gen IpxO, por ausencia de la hidroxilacion en el lipido A, influyera negativamente
sobre el crecimiento de la bacteria a consecuencia de algin deterioro de la membrana. No
obstante, dicha idea no es sugerida por los resultados de esta tesis, ni por lo anteriormente
observado en S. Typhimurium (Gibbons et al., 2008). Se deberian efectuar ensayos de
sensibilidad a agentes estresores de membrana, empleando la mutante AlpxO y la mutante
complementada en trans, para determinar si la hidroxilacion del lipido A efectivamente

repercute sobre la integridad de la envoltura en S. Enteritidis.

7.6.- Hidroxilacion del lipido A en el marco de la infeccién por Salmonella

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten proponer un modelo sobre la relevancia
de la hidroxilacion del lipido A en el desarrollo exitoso de la infeccion por Salmonella en un
hospedero (Fig. 15).

A lo largo del ciclo infectivo de Salmonella se establece un gradiente decreciente en
cuanto a la concentracion de oxigeno. En el ambiente, previo al ingreso a su hospedero,
Salmonella estd expuesta a una alta presion parcial de oxigeno (pO,) que permitiria que su
lipido A esté mayoritariamente hidroxilado. La disponibilidad de oxigeno disminuye
paulatinamente en la medida que la bacteria avanza por el tracto gastrointestinal hasta alcanzar
una baja pO- en el lumen del intestino delgado (Marteyn et al., 2011), frente a lo cual el lipido
A de Salmonella estaria preferentemente no hidroxilado. Continuando con la infeccion,
Salmonella penetra la barrera de células epiteliales y accede al sub-epitelio, donde interactua
con distintas células inmunes, entre las que se incluye principalmente a macroéfagos (Vazquez-
Torres et al., 1999). Ante esta situacion, el bajo nivel de hidroxilacién de lipido A favoreceria
que la bacteria sea fagocitada por macrofagos. Una vez al interior de los macréfagos,
Salmonella podria recuperar la hidroxilacion de su lipido A, potenciando su supervivencia

intracelular. De esta manera, al modular la hidroxilacién de su lipido A, Salmonella seria
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primero fagocitada mas eficientemente por macrofagos y luego sobreviviria intracelularmente,
pudiendo utilizarlos como vehiculos para su diseminacion sistémica hacia organos internos
(Sinnott & Teall, 1987; Vazquez-Torres et al., 1999; Wain et al., 2001).
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Figura 15. Posible rol de la hidroxilacion del lipido A en la colonizacién intestinal y diseminacion sistémica de
Salmonella. El gradiente de oxigeno que existe a lo largo del tracto gastrointestinal es representado por la barra de colores,
donde el rojo corresponde a una alta pOz en el ambiente y el azul a una baja pO2 en el lumen intestinal del hospedero. El
nivel de hidroxilacion del lipido A de Salmonella, en virtud de la disponibilidad de oxigeno del microambiente, es sefialado
mediante la misma escala de colores que la pOz2; en que el rojo representa un lipido A mayoritariamente hidroxilado y el azul
un lipido A preferentemente no hidroxilado. Como resultado de la inflamacién inducida por la infeccion de Salmonella, se
generan ciertos sustratos, provenientes de la microbiota (A) o de los enterocitos (), asi como también aceptores de
electrones alternativos que derivan de las especies reactivas (¢) liberadas por PMN. Salmonella puede utilizar estos recursos
para mantener su metabolismo energético (ver Seccidn 7.6). pO2: presion parcial de oxigeno; DC: células dendriticas; PMN:
polimorfonucleares. Adaptado de Sansonetti et al., 2004; Haraga et al., 2008; Rivera-Chavez & B&umler, 2015; Spiga et al.,
2017; Gillis et al., 2018.

En otro &mbito de la interaccion de Salmonella con macrofagos, la baja hidroxilacion
del lipido A derivada de la condicion anaerdbica en el intestino, causaria que la bacteria
induzca una mayor secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, las cuales promueven el
reclutamiento e infiltracion de neutrofilos hacia el sub-epitelio y lumen intestinal (McCormick
et al., 1995). Como parte de la respuesta inflamatoria tendiente a eliminar a Salmonella, los
neutrofilos liberan especies reactivas del oxigeno y nitrégeno (ROS/RNS), no obstante, la
inflamacion generada crea un nicho al que la bacteria puede adaptarse para proliferar

eficientemente mediante cambios en su metabolismo (Rivera-Chavez & B&umler, 2015).
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Compuestos oxidados derivados de ROS/RNS, como lo son el nitrato o el tetrationato, pueden
ser utilizados como aceptores de electrones alternativos por Salmonella para desarrollar un
ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA) completo aun en ausencia de oxigeno, pudiendo
metabolizar oxidativamente sustratos cuya fermentacion es ineficiente, como succinato,
etanolamina, lactato y otros (Spiga et al., 2017; Gillis et al., 2018). La disponibilidad de estos
sustratos se incrementa en el lumen del intestino, ya sea por una disbiosis de la microbiota
comensal o una variacion en el metabolismo de las células del epitelio, todo como
consecuencia de la inflamacion inducida por la infeccion por Salmonella (Spiga et al., 2017;
Gillis et al., 2018). De este modo, un contexto inflamatorio le resulta ventajoso a Salmonella
para competir y colonizar el intestino en desmedro de la microbiota del hospedero.

Ademas de ayudar a la colonizacion del intestino, la inflamacion también produce la
diarrea caracteristica del cuadro de gastroenteritis por Salmonella, lo que potencia la
transmision fecal-oral de la bacteria al facilitar su excrecion hacia el ambiente (Rivera-Chavez
& Béaumler, 2015).

7.7.- Perspectivas finales

Los resultados de esta tesis apuntan a que el balance en los niveles de hidroxilacion del
lipido A en S. Enteritidis, como aquel que existe en la cepa silvestre (Fig. 9A), es critico para la
virulencia de la bacteria. Esto implica que la hidroxilacién, asi como otras modificaciones del
lipido A (Needham & Trent, 2013), debe ser finamente regulada. ElI hecho que la
hidroxilacion del lipido A sea independiente de los sistemas de dos componentes PhoP-PhoQ
y PmrA-PmrB (Gibbons et al., 2005), junto con que en esta tesis no se encontrd participacion
de VisP en el control de la modificacion en S. Enteritidis (Fig. 9C), como si lo hace en
S. Typhimurium (Moreira et al., 2013), permiten suponer la intervencion de otros reguladores.
Recientemente, nuestro grupo identific6 a los reguladores globales Fnr y ArcA como
participantes en la regulacion de la hidroxilacion del lipido A de S. Enteritidis, controlando
directamente la transcripcion del gen IpxO por unién a cajas presentes en su promotor
(Fernandez et al., 2018). Analogamente, el gen pagP que codifica la enzima encargada de la
palmitoilacion del lipido A (Guo et al., 1997; Kawasaki et al., 2007) también estaria sometido
a una regulacion similar (Fernandez et al., 2018.). Estas son las primeras evidencias que

vinculan a Fnr y ArcA con la modificacion del lipido A en S. Enteritidis, proponiendo al

57



oxigeno como una sefial ambiental clave para el remodelamiento de la envoltura de
Salmonella.

El objetivo central de esta tesis se enfoco en dilucidar el efecto fisioldgico que la
hidroxilacion del lipido A, catalizada por la enzima dioxigenasa LpxO (Gibbons et al., 2000;
Gibbons et al., 2008), tiene sobre la interaccion de S. Enteritidis con su hospedero, aportando
asi a la comprension de la patogénesis de un serovar de Salmonella con gran importancia para
la salud pablica y la industria de produccién animal (Guard-Petter, 2001; Antunes et al.,
2016). Los resultados obtenidos respaldan en su mayoria a la hipétesis formulada, en relacion
a que la ausencia de la modificacion por delecién del gen IpxO provoca una reduccion en la
virulencia de S. Enteritidis. Sorprendentemente, también se determind que la hidroxilacion
excesiva del lipido A por sobreexpresion del gen tuvo un impacto igualmente perjudicial para
la bacteria, tal como se habia descrito para S. Typhimurium (Moreira et al., 2013).

El nivel adecuado de hidroxilacion del lipido A favoreceria a que en el subepitelio
intestinal, donde el ambiente anaerdbico conduciria a un bajo nivel de hidroxilacion del lipido
A, S. Enteritidis en un comienzo controle su fagocitosis por macréfagos y que después
sobreviva y se repligue intracelularmente. Esto, combinado con el efecto inmunomodulador de
la modificacidn sobre la repuesta inflamatoria local, dificultaria la eliminacion de la bacteria y
promoveria la colonizacion del intestino. Ademas, la supervivencia intracelular en
macrdfagos, a la cual contribuye el balance de la hidroxilacion del lipido A, también permitiria
que S. Enteritidis use a estos fagocitos como vectores de diseminacion sistémica para alcanzar
organos internos. En todos estos aspectos criticos para la infeccion de Salmonella en un
hospedero (Vazquez-Torres et al., 1999; Haraga et al., 2008), las mutantes de S. Enteritidis
con un lipido A sin hidroxilar o totalmente hidroxilado, presentaron fenotipos con graves
deficiencias. La elevada secrecién de IL-6 desde macro6fagos murinos desafiados in vitro con
la mutante cuyo lipido A no esté hidroxilado (Fig. 11) resulté en el fenotipo de mayor interés,
al sugerir que la hidroxilacion del lipido A afecta su potencial inflamatorio. Aunque en
K. pneumoniae ya se habia reportado que la hidroxilacion del lipido A disminuye su
inmunogenicidad (Llobet et al., 2015), es la primera vez que se tiene evidencia del mismo
fendmeno en S. Enteritidis y, mas importante aln, dentro de todo el género Salmonella,

constituyendo el principal aporte de este trabajo.
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8.- CONCLUSIONES

En condiciones aerdbicas de crecimiento con limitacion de nutrientes, S. Enteritidis desarrolla
un fenotipo de lipido A en que coexisten especies hidroxiladas y no hidroxiladas en una

distribucion definida y abundancia caracteristica.

La delecion del gen IpxO de S. Enteritidis conduce a una ausencia total de la hidroxilacion del
lipido A, mientras que su sobreexpresion en trans produce un fenotipo en que Unicamente
existen especies hidroxiladas de lipido A. Esta es una evidencia genética que confirma que el
gen IpxO codifica la enzima que cataliza la hidroxilacion del lipido A en el serovar Enteritidis,

al igual que ocurre en S. Typhimurium, donde la modificacion se describi6 originalmente.

VisP no interviene en la modificacion de la estructura del lipido A en S. Enteritidis.

El desbalance de la hidroxilacion del lipido A afecta negativamente la interaccion de
S. Enteritidis con macr6fagos murinos durante una infeccién in vitro, perjudicando la

capacidad de la bacteria para modular su fagocitosis y sobrevivir intracelularmente.

La inmunogenicidad del lipido A como endotoxina se incrementa en ausencia de la
hidroxilacion en S. Enteritidis por delecion del gen IpxO. Contrariamente, la delecién de visP

no altera el potencial pro-inflamatorio del lipido A de la bacteria.

S. Enteritidis requiere de la hidroxilacion del lipido A en una proporcion adecuada para
colonizar el intestino y los 6rganos internos en un hospedero murino, siendo la excesiva

hidroxilacion del lipido A particularmente negativa a la propagacion sistémica de la bacteria.

La hidroxilacion del lipido A no afecta la biomasa que alcanza S. Enteritidis in vitro en un
medio rico en nutrientes, pero si influye sobre la cinética de su crecimiento durante la fase

exponencial.

En definitiva, no es la mera presencia de la hidroxilacion en el lipido A de
S. Enteritidis, sino el adecuado nivel de la modificacion lo que contribuye a la virulencia de la

bacteria. Si bien el nivel de hidroxilacién varia dependiendo de la disponibilidad de oxigeno,
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dentro de la poblacién de moléculas de LPS que componen la membrana externa de
S. Enteritidis silvestre coexisten especies hidroxiladas y no hidroxiladas de lipido A en una
cierta proporcion. Este equilibrio ayudaria a Salmonella a modular su fagocitosis por
macrdfagos, sobrevivir en su interior y estimular una repuesta inflamatoria moderada,
favoreciendo asi la colonizacion intestinal y diseminacion sistémica durante el curso de la
infeccion de un hospedero.
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