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1. RESUMEN

Normalmente las cepas de Shigella sonnei aisladas de gastroenteritis presentan fenotipo de
fermentacion lenta de la lactosa (luego de 48 h de incubacion), consignandose como cepas
lactosa negativas; sin embargo, en una coleccidn de cepas de dos brotes de diarrea: Antofagasta
y la Region Metropolitana 2008-2009, en los subcultivos correspondientes, se aislaron cepas
que presentaron fermentacion rapida de lactosa (24 h). Existe el antecedente que en dos genomas
secuenciados de S. sonnei (cepas Ss046 y 53G), el gen lacZ esta intacto, mientras que el gen
lacY, que codifica la lactosa permeasa, esta incompleto y presenta una IS1. Por otro lado, en
Escherichia coli se han descrito mutaciones en los componentes del sistema transportador de
maltosa que amplian su rango de sustratos, permitiendo la incorporacion de lactosa por esta via.
Considerando estos antecedentes, el objetivo de esta tesis fue identificar si un transportador
alternativo a la lactosa permeasa, como el transportador de maltosa, media el ingreso de la
lactosa, en cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa, aisladas del brote de Antofagasta
y la Region Metropolitana 2008-2009. Para ello se caracterizo fenotipicamente la fermentacion
rapida de la lactosa, evaluando tiempo de fermentacion del azdcar, estabilidad del fenotipo,
utilizacion de la lactosa en medio liquido y actividad B-galactosidasa. Por otro lado, se
caracteriz6 molecularmente la integridad del gen lacY mediante PCR-secuenciacion. Para
determinar la participacion del sistema transportador de maltosa en la incorporacion de lactosa,
se realizo un andlisis de secuencia de los genes que codifican para componentes de este sistema,
se midieron los niveles de expresion de los genes lamB y malF de una cepa fermentadora rapida
representativa de cada brote y ambos genes fueron expresados en forma heter6loga en en la cepa
control de S. sonnei ATCC-25931 (fermentacion tardia de lactosa, 48-72 h), mediante el vector
de expresién, inducible por arabinosa, pPBAD24. La expresion de lamB y malF se evalu6 en
placas de agar Mac Conkey suplementadas con arabinosa y por gPCR. De las 108 cepas de S.
sonnei (17 de Antofagasta y 91 de la Region Metropolitana), 56 (51,8%) fueron fermentadoras
rapidas, 24 (22,2%) fermentadoras tardias y 28 (25,9%) fueron no fermentadoras de lactosa. Se
seleccionaron 10 cepas fermentadoras rapidas representativas de cada brote, las cuales
presentaron un fenotipo de fermentacion rapida estable, utilizacion de la lactosa en caldo Mac
Conkey, similar al control de S. sonnei ATCC-25931 y actividad B-galactosidasa. En todas las
cepas se confirmd la pérdida de la integridad e insercion del elemento IS1 en el gen lacY. El

analisis de las secuencias del sistema transportador de maltosa revelé cambios aminoacidicos



menores en las cepas fermentadoras rapidas de lactosa, respecto a dos cepas fermentadoras
tardias como control. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles
de expresion de los genes lamB y malF de las cepas fermentadoras rapidas y la cepa control
fermentadora tardia. Las cepas de S. sonnei ATCC-25931 transformadas con los genes lamB y
malF no presentaron cambios en el fenotipo de fermentacion de la lactosa y el analisis por gPCR
reveld un aumento promedio de la expresion de 949 veces del gen lamB y 39 veces del gen
malF, en las cepas inducidas con arabinosa, respecto de las cepas no inducidas. Estos resultados
en su conjunto, evidencian que en las cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas, aisladas de los
brotes de Antofagasta y la Region Metropolitana 2008-2009, los genes lamB y malF del sistema
transportador de maltosa, no participarian en la internalizacion de la lactosa, lo cual sugiere que

el fenotipo de fermentacion rapida en estas cepas involucra otro transportador.



2. ABSTRACT

S. sonnei strains isolated from gastroenteritis typically present a lactose negative phenotype
at 24 hours of incubation. However, rapid lactose fermenting strains were isolated from a strain
collection deriving from two outbreaks in Antofagasta and the Metropolitan Region in 2008-
2009. Other studies have reported S. sonnei genomes (Ss046 and 53G) with an intact lacZ gene
and an incomplete lactose permease lacY gene, with IS1. Furthermore, some authors have
described that mutations in the maltose transport system of E. coli extend its range of substrates
allowing the incorporation of lactose by this way. The aim of this thesis was to identify an
alternative lactose permease trasporter (maltose) in fast lactose fermenting strains of S. sonnei,
isolated from the outbreak of Antofagasta and Metropolitan Region 2008-2009. Rapid
fermenters were phenotypically characterized through the evaluation of their lactose
fermentation time, phenotypic stability, use of lactose in liquid medium and B-galactosidase
activity. The integrity of the lacY gene was characterized by PCR-sequencing. To determine the
participation of the maltose transport system in the incorporation of lactose, we analyzed the
genomic sequence of the transporter genes, the gene expression of lamB and malF genes from
a fast fermenter strain of each outbreak, and the heterologous expression in the control strain S.
sonnei ATCC 25931 (lactose fermentation 48-72h) using the arabinose inducible expression
vector pBAD24. The expression of lamB and malF genes was evaluated in Mac Conkey agar
plates supplemented with arabinose and qPCR. Of the 108 strains of S. sonnei (17 Antofagasta
and 91 of Metropolitan Region), 56 (51,8%) were fast fermenters, 24 (22,2%) late fermenters
and 28 (25,9%) were non-lactose fermenters. Ten fast fermenting strains were selected from
each outbreak based on a stable fast fermentation phenotype, lactose utilization in Mac Conkey
broth similar to the control strain S. sonnei ATCC 25931, and B-galactosidase activity. In all
strains the integrity loss and insertion element IS1 in the lacY gene was confirmed. Sequence
analysis of the maltose transport system revealed minor amino acid changes in the fast lactose
fermenting strains. No statistically significant differences in the expression levels of lamB and
malF was observed between the fast fermenters and the late fermenter control strain. The S.
sonnei ATCC-25931 lamB and malF transformant strains showed the same lactose fermenting
phenotype as the non-transformant ones. gPCR analysis revealed an average increase of 948 and

38 times in the expression of of lamB and malF, respectively, in the arabinose-induced strains.



These results suggest that the maltose transport system is not involved in the internalization of
lactose in the fast lactose fermenting strains, implying the participation of an alternative

transporter.



3. INTRODUCCION

3.1 Descripcion general del género Shigella

El género Shigella forma parte de la familia Enterobacteriaceae y est4 conformado por
bacilos Gram negativo, inmdviles no capsulados y no esporulados. En funcion del antigeno
somatico y pruebas bioquimicas se reconocen cuatro especies: S. dysenteriae, S. flexneri, S.

boydii y S. sonnei 2,

La fermentacion de la lactosa es una propiedad bioquimica, ampliamente utilizada para
diferenciar las enterobacterias. Esta se utiliza para distinguir las cepas de Shigella spp. de las
cepas de Escherichia coli, debido a que la mayoria de las cepas de Shigella spp. no fermentan
lactosa, salvo algunas cepas de S. dysenteriae serotipo 1 y S. sonnei que son fermentadoras
tardias (mas de 24 horas), por lo que en la practica clinica, generalmente se observan

fenotipicamente lactosa negativa en el momento de su lectura a las 18-24 horas de incubacién
34

3.2 Cuadro clinico y patogenia

La shigelosis es una infeccion aguda que afecta la porcién distal del intestino delgado y el
intestino grueso. Los signos y sintomas pueden variar desde molestias abdominales leves hasta
dolor abdominal intenso, colico, diarrea, fiebre, vémito y tenesmo. En los casos tipicos, las
deposiciones contienen sangre, moco Y pus (disenteria), como consecuencia de la aparicion de

tlceras y microabscesos en la mucosa *°.

Los genes implicados en las funciones de virulencia estan codificados en su cromosoma y
en el plasmido pINV de aproximadamente 200 kb, el cual es esencial en el proceso de invasion,
ya que codifica los genes para la produccion de adhesinas e invasinas, la diseminacion en el

tejido blanco y la secrecion de diversos factores de virulencia 5.



El proceso patoldgico de Shigella spp. involucra factores de virulencia bacterianos,
mecanismos celulares y de defensa del hospedero. Luego de su paso por la mucosa gastrica,
Shigella spp. induce su endocitosis por parte de las células M del epitelio intestinal,
posteriormente la bacteria es fagocitada por los macrofagos residentes. Una vez dentro del
macrofago, escapa de la vacuola fagocitica e induce piroptosis proinflamatoria; en el interior
del citoplasma de las células del epitelio intestinal, se multiplica y disemina hacia la célula
vecina, mediante la induccion de la polimerizacion de actina en un polo de la bacteria. Cuando
la bacteria llega a la célula basolateral y es endocitada, escapa de la vacuola endocitica y
prolifera en el citoplasma de la célula hospedera, nicho que la protege de la accién del sistema
inmunoldgico. Después del escape de la vacuola endocitica, Shigella spp. queda libre en el
citoplasma e inicia un nuevo ciclo de replicacion. Este proceso genera una fuerte respuesta
inflamatoria que atrae polimorfonucleares hacia los tejidos infectados, lo cual desestabiliza la
pared intestinal, incrementa la inflamacion y se produce la colitis aguda que caracteriza la

shigelosis ¢°,

3.3 Epidemiologia de la infeccion por Shigella spp.

La diarrea causada por Shigella spp. constituye un problema importante de salud publica
en el mundo. La OMS estima 160 millones de episodios anuales de shigelosis y 1,1 millones de
muertes. S. sonnei es la principal causa de diarrea en paises desarrollados, mientras que S.
flexneri serotipo 2a, es la principal causa de diarrea en paises en desarrollo. Las tasas mas
elevadas de infeccion y muerte por Shigella spp. se presentan en nifios menores de 5 afios °.

La via de infeccion es fecal — oral, principalmente, por contacto persona a persona; sin
embargo; las moscas, el agua y los alimentos contaminados son vectores importantes en la
transmision de Shigella spp., siendo estos dos ultimos, frecuentemente asociados a brotes®. La
diarrea causada por Shigella es una de las diarreas bacterianas mas transmisibles, debido a que

la dosis infectante es de tan solo de 10 a 100 microorganismos 1,

En Chile, durante el periodo enero de 2010 — marzo de 2012, el Laboratorio Nacional
Referencia de Agentes ETAS del Instituto de Salud Publica, confirmo un total de 867 cepas de



Shigella spp. La especie identificada con mayor frecuencia fue S. sonnei (58%), seguido de S.
flexneri 2a (21%). Ademas, se observo un aumento del 34% de S. sonnei en el primer trimestre

de 2012, en comparacién con el mismo periodo en 2011, y de un 68% en comparacion con 2010
11

La sensibilidad antibidtica de las especies del género Shigella spp. se ha modificado en los
ultimos afios, en gran medida, probablemente por la fuerte presion selectiva ejercida por el uso
masivo de antimicrobianos. Este fendmeno se ve reflejado en el aumento del nimero de casos
causados por cepas resistentes en todo el mundo 2. Chile, no ha estado ajeno a este fenomeno,

describiéndose una resistencia mayor al 70% a sulfatrimetoprim y cloranfenicol 314,

3.4 Fermentacion de la lactosa en bacterias

La fermentacion de la lactosa es una propiedad bioquimica ampliamente utilizada para
reconocer diversas especies de enterobacterias. Algunos microorganismos son fermentadores de
lactosa rapidos (menos de 24 horas), tardios (mas de 24 horas), o no pueden fermentar lactosa
bajo ninguna circunstancia #*°. EI modelo mas estudiado de la fermentacion de la lactosa es E.
coli. En esta especie, los genes requeridos para el metabolismo de la lactosa se encuentran
organizados en el operdn lactosa (operdn lac). Este esta constituido, por un promotor, un
operador y tres genes estructurales adyacentes. EI promotor es la secuencia de DNA donde se
une la RNA polimerasa, mientras que al operador se une la proteina represora Lacl. Los genes
estructurales lacZ, lacY y lacA codifican para las enzimas involucradas en el metabolismo de la
lactosa: la B-galactosidasa (lacZ) cataliza la hidrolisis de lactosa, una vez que el disacarido ha
ingresado a la célula, la lactosa permeasa (lacY), permite el transporte de la lactosa al interior
de la célula y la tiolactosa transferasa (lacA), que transfiere grupos acetilo desde acetil-CoA a
B-galactosidos, aunque este paso no es esencial para el metabolismo de la lactosa. La
transcripcion del operdn es controlada por el represor Lacl y por la CAP 1617,

La regulacion del operdn lac ha sido ampliamente estudiada y existen numerosas revisiones
que describen con detalle los mecanismos de induccion y represion %, Brevemente, la

transcripcion de los genes lac esta sujeta a una regulacion tanto positiva como negativa,



dependiendo de la disponibilidad de lactosa y/o glucosa en el medio. En la fase de induccion, se
transcriben los genes estructurales del operon, cuando la lactosa esta presente y la glucosa se ha
reducido drasticamente del medio. Por el contrario, en ausencia de lactosa, la sintesis de las
enzimas esta bloqueada por la proteina represora Lacl. En la fase de represion los niveles de las
enzimas catabolicas son bajos, debido a la presencia de glucosa en el medio, que produce un
descenso en la concentracion de cCAMP y CAP 17-20,

3.5 Fermentacion de la lactosa en Shigella spp.

La fermentacion de la lactosa y organizacion del operon lac en el género Shigella ha sido
poco estudiada. Ito et al. (1991) mediante hibridacion por Southern blot, empleando como
sondas las regiones de los genes lacZ y lacY-A, observaron que el DNA cromosomico de S.
sonnei y S. dysenteriae tipo 1 hibridd con la sonda lacZ con una estrictez similar al DNA control
positivo de E. coli K-12, mientras que el DNA cromosémico de S. flexneri 1by 3a y S. boydii 2
y 4 no hibrid6 con esta sonda. Estos resultados son concordantes con el fenotipo B-galactosidasa
positivo de S. sonnei y S. dysenteriae tipo 1, determinado por hidrdlisis de ONPG de acuerdo
con el método descrito por Miller et al. (1972), y con el fenotipo negativo de S. flexneri 1by 3a
y S. boydii 2y 42,

Asi mismo, se determind la actividad y el peso molecular de la enzima B-galactosidasa en
cepas de S. sonnei, S. dysenteriae tipo 1y E. coli K-12, observandose que la actividad enzimatica
de S. sonnei fue variable, en algunas cepas con una actividad similar a E. coli. Mientras que la
actividad enzimaética de S. dysenteriae tipo 1 fue menor. Por otro lado, los pesos moleculares de

las enzimas de S. sonnei y E. coli fueron similares 2.

El andlisis con la sonda lacY-A, reveld que solo el DNA cromosomico de S. sonnei hibrido,
aunque con baja estrictez 2. Considerando que la sonda empleada corresponde a la region
completa de los genes lacY-A, estos resultados s6lo sugieren la presencia de una regién
homologa al gen lacY y/o lacA en el genoma de S. sonnei. Finalmente, en este mismo estudio,
se determind la actividad lactosa permeasa, en las cepas de S. sonnei y S. dysenteriae tipo 1, no
detectandose actividad permeasa 2,



Por su parte, Yang et al. (2005), a través del andlisis de la secuencia de los genomas
completos de Shigella spp., identificaron que tanto lacY como lacZ han sido eliminados del
genoma de S. flexneri 301 y S. boydii 227, mientras que en S. dysenteriae tipo 1, lacZ esté intacto
y lacY estd ausente. En este mismo estudio, se encontrd que en S. sonnei, el gen lacZ esté intacto,
mientras que lacY esta presente como un seudogen, debido a la presencia de una IS1 en la region
codificante y a la ausencia de la secuencia que codifica para su region amino-terminal 2. Por lo
tanto, a pesar de presentar actividad p-galactosidasa, la ausencia de una permeasa funcional para
lactosa explicaria la fermentacion tardia en S. sonnei 21?2 una propiedad bioquimica
ampliamente utilizada para diferenciar las cepas de Shigella spp. de las cepas de E. coli, debido

a que la mayoria de las cepas de Shigella spp. no fermentan la lactosa a las 24 h de incubacion.

3.6 Cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa

Cook et al. (1951) al estudiar cepas de S. sonnei fermentadoras lentas de lactosa,
describieron la aparicion de variantes que fermentaban de forma rapida este azUcar, pero no
profundizaron en el tema . En Chile, en dos brotes de diarrea en Antofagasta y la Region
Metropolitana, en el verano de 2008-2009, se aislaron algunas cepas de S. sonnei fermentadoras

rapidas de lactosa (menos de 24 horas).

La relacion clonal entre las cepas de ambos brotes fue analizada previamente en el
laboratorio de la Dra. Cecilia Toro del Programa de Microbiologia y Micologia, ICBM,
Universidad de Chile, mediante tres métodos de genotipificacion: PFGE, ERIC y MLVA.
Dichos andlisis revelaron que las cepas del brote de Antofagasta estan relacionadas
genéticamente con las cepas del brote de la Region Metropolitana 2, sugiriendo la diseminacion

de un mismo clon a lo largo de Chile.

De acuerdo con los estudios de Ito et al. (1991) y Yang et al. (2005), se sabe que las cepas
de S. sonnei poseen el gen de la p-galactosidasa intacto y funcional 221, Mientras que un analisis
in silico de los genomas de dos cepas de S. sonnei, tipicamente fermentadoras tardias de lactosa,

Ss046 y 53G, confirmo la condicion de seudogen de lacY, y reveld la presencia del elemento



IS1, a partir de la posicion nucleotidica 271, y la ausencia de 957 pb del extremo 3’ terminal del

gen, en comparacion con su homologo en E. coli.

En atencion a estos antecedentes, es plausible plantear tres alternativas que expliquen la
fermentacion rapida de la lactosa en las cepas aisladas de los brotes de Antofagasta y la Region
Metropolitana. La primera, involucra la presencia de un gen lacY intacto y funcional; la segunda
posibilidad podria estar dada por cepas que sobreexpresen o que presenten una mayor actividad
[-galactosidasa, aunque no hay estudios que sugieran variabilidad en la actividad de esta enzima
en cepas de S. sonnei 2%, La tercera alternativa, podria estar dada por la presencia de otro u otros
transportadores capaces de internalizar la lactosa. Al respecto de esta Ultima alternativa, se ha
documentado de forma extensa en E. coli mutaciones que alteran la especificidad de los sustratos
de diferentes transportadores galactosidicos 2%, permitiendo el transporte eficiente tanto de
disacéridos como de monosacaridos por vias alternativas. Asi, una posibilidad podria ser que en
las cepas de S. sonnei de los brotes de Antofagasta y la Region Metropolitana, la fermentacion
rapida de la lactosa se deba a la presencia de mutaciones, en uno o varios componentes de otros
transportadores, que modifiquen su rango de sustratos transportados y con ello permitan el

ingreso de la lactosa.

3.7 Transportadores galactosidicos en S. sonnei

Con el propésito de encontrar transportadores activos de azlcares que pudiesen ser una
alternativa para el transporte de la lactosa en las cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas, se
analizaron los genomas de S. sonnei de las cepas Ss046 y 53G. Se encontraron los genes que
codifican para la fucosa, sacarosa y melibiosa permeasa y los sistemas transportadores de ribosa,
arabinosa y maltosa. De estos, sélo el gen de la melibiosa permeasa corresponde a un seudogen

debido a la presencia de una 1S2 en su region codificante 2.

La fucosa, sacarosa y melibiosa permeasa pertenecen a la Superfamilia MFS de proteinas
transportadoras, las cuales estdn formadas por un dnico polipéptido y transportan, de forma
exclusiva, pequefios solutos en respuesta a gradientes i6nicos quimiosmoticos 28,

Particularmente, la lactosa y la sacarosa permeasa (CscB) forman parte de la subfamilia OHS,
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transportadores secundarios que catalizan una translocacion acoplada de azlcar y H* y poseen
una estructura de 12 hélices o transmembrana, cuyos roles funcionales de los residuos
aminoacidicos son conservados 2%, Interesantemente, Sugihara et al. (2011) demostraron que
CscB no solo reconoce sacarosa, sino que también es capaz de transportar fructosa y lactulosa,

aunque no lactosa *°.

Por otro lado, los sistemas de transporte de ribosa, arabinosa y maltosa pertenecen a la
superfamilia de transportadores ABC, los cuales estan formados por varios componentes y
transportan, tanto moléculas pequefias, como macromoléculas en respuesta a la hidrélisis de
ATP 29, 31-33.

3.8 Sistema transportador de maltosa

La caracteristica comin de los transportadores ABC es que constan de dos dominios
diferentes, el dominio transmembrana (Transmembrane domain, TMDs) y el dominio de unién
a ATP (ATP- binding cassette) 6 Nucleotide Binding Domain, NBDs. Los dominios TMD estan
localizados en la membrana, formando un canal que determina la especificidad hacia el sustrato
y permite su translocacion a través de la membrana. Su secuencia y arquitectura es variable,
reflejando la diversidad quimica de los sustratos transportados. En contraste, los dominios NBD
se caracterizan por poseer motivos altamente conservados, estan localizados en el citoplasma
celular y su funcion es unir e hidrolizar ATP para la obtencion de energia 3%, Ademas, los
sistemas de importacion ABC, hasta ahora exclusivos de procariotas, requieren de componentes
adicionales, tales como receptores para el reconocimiento del sustrato y proteinas de unién extra

citoplasmaticas para iniciar el ciclo del transporte 3334,

En E. coli, el transporte de maltosa al interior de la célula requiere la participacion de cinco
proteinas, Figura 1: LamB, receptor A 6 maltoporina, codificada por el gen lamB; una proteina
periplasmatica de unién a la maltosa (MBP) 6 maltodextrina, codificada por el gen malE; dos
proteinas integrales de membrana, MalF y MalG, codificadas por genes similares (Dominios
TMD); y dos copias de la subunidad hidrolizante de ATP, MalK, codificado por el gen malK
(Dominios NBD) 3+,
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Figura 1. Componentes del sistema transportador de maltosa en E. coli *2.

En cuanto a los monosacaridos y disacaridos transportados por las proteinas mencionadas,
Merino et al. (1997, 1998), identificaron mutaciones en las posiciones 99 y 334 del gen malF
del sistema transportador de maltosa, las cuales se tradujeron en alteraciones en los dominios
transmembrana de la proteina MalF, modificando el rango de sustratos transportados por el

sistema, lo que permite un transporte eficiente de la lactosa en cepas de E. coli 373,

Por otra parte, Messer (1974), aislé 24 cepas de E. coli que transportaban lactosa y algunos
de sus analogos via el sistema de transporte de la arabinosa. El sitio de mutacion fue el gen araC

lo cual permiti6 una expresion constitutiva de todo el operon arabinosa .

Considerando lo anterior, las proteinas involucradas en la especificidad hacia el sustrato
(como lamB) y las proteinas que forman parte de los dominios TMD (como malF) del sistema
transportador de maltosa, constituyen buenos candidatos para evaluar su participacion en la
internalizacion de la lactosa en las cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas aisladas de los

brotes de Antofagasta y la Regién Metropolitana.
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4. HIPOTESIS

Considerando los antecedentes expuestos, esta tesis propone la siguiente hipotesis:

La fermentacion rapida de lactosa en cepas de S. sonnei, aisladas de los brotes de
Antofagasta y la Region Metropolitana 2008-2009, se debe a la presencia del sistema
transportador de maltosa capaz de internalizar lactosa.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Identificar un transportador alternativo a la lactosa permeasa (maltosa) en cepas de S. sonnei
fermentadoras répidas de lactosa, aisladas del brote de Antofagasta y la Regién Metropolitana
2008-20009.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Caracterizar el fenotipo de fermentacion rapida de lactosa en las cepas de S. sonnei
aisladas del brote de Antofagasta y la Region Metropolitana.

5.2.2 Analizar la integridad del gen lacY en cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa
aisladas del brote de Antofagasta y la Region Metropolitana.

5.2.3 Determinar la participacion de los genes lamB y malF del sistema transportador de
maltosa, en la incorporacion de lactosa y su correlacion con la fermentacion rapida en

cepas de S. sonnei.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas

6.1.1 Procedencia

Se estudiaron dos colecciones de cepas de S. sonnei, la primera corresponde a 17 cepas
aisladas de pacientes entre enero y junio de 2008 en Antofagasta, las cuales fueron cedidas
gentilmente por el profesor Juan Silva del Departamento de Tecnologia Médica, Universidad de
Antofagasta. La segunda coleccién corresponde a 91 cepas aisladas de pacientes entre los afios
2008 y 2009 en diferentes centros médicos de Integramédica de la Region Metropolitana, éstas
forman parte de un cepario mantenido en el Laboratorio de Patdgenos Entéricos y Resistencia
Antimicrobiana del Programa de Microbiologia y Micologia, ICBM, Universidad de Chile. En
la actualidad, estas cepas de S. sonnei estan siendo analizadas fenotipicamente y
genotipicamente en el desarrollo del proyecto Fondecyt 1130394, Population dynamics of

Shigella sonnei strains in Chile: Emerging of a new pathogen?.

6.1.2 Tipificacion

La identificacion de género de las 108 cepas en estudio, se realiz6 mediante el sistema
automatizado Vitek2 (BioMérieux®). La especie se confirmé mediante reaccion de aglutinacion
en lamina utilizando antisueros comerciales (Probac®) y el biotipo, se determind de acuerdo
con el método descrito por Nastasi et al. (1993), el cual combina la capacidad de fermentacién
de la ramnosa y xilosa y la hidrélisis de ONPG, como esquema de tipificacion “°. Se emplearon
como controles las cepas de S. sonnei ATCC 25931y E. coli ATCC 25922,

La evaluacion del tiempo de fermentacion de la lactosa se realizd en las 108 de S. sonnei
aisladas de los brotes de Antofagasta (17) y la Region Metropolitana (91) 2008-2009. La
caracterizacion del fenotipo de fermentacion de la lactosa y el analisis de la integridad del gen

lacY se llevo a cabo en 10 cepas fermentadoras rapidas representativas de cada brote. Se evalud
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en una cepa fermentadora rapida de cada brote la participacion del sistema transportador de

maltosa en la incorporacion de lactosa y su correlacion con la fermentacion rapida.

6.2 Caracterizacion de la fermentacion de la lactosa en cepas de S. sonnei aisladas de

ambos brotes

La caracterizacion de la fermentacion rapida de la lactosa en las cepas aisladas de los

brotes de Antofagasta y la Regién Metropolitana contempld las siguientes actividades:

6.2.1 Evaluacion del tiempo de fermentacion de la lactosa

El tiempo de fermentacion de la lactosa se determind en placas de agar Mac Conckey para
las 108 cepas de S. sonnei aisladas. Se registrd el tiempo en el que se produjo el viraje del pH,
por cambio de color de las colonias, consignando como cepas fermentadoras rapidas aquellas
que viran el pH a las 24 h de incubacion; cepas fermentadoras tardias, aquellas que viran pH a

las 48 h y como no fermentadores las que lo hacen después de 48 h.

6.2.2 Estabilidad fenotipica de la fermentacion rapida de lactosa en placas de agar Mac

Conkey

La estabilidad del fenotipo de fermentacion rapida de la lactosa se analizo, en 10 cepas
fermentadoras répidas representativas de cada brote. De cada cepa, se prepar6 una suspension
de 1 x 10° UFC/mL y se inoculd un volumen de 0,2 mL en placas de agar Mac Conkey,
empleando asa de Drigalski. Luego de 24 h de incubacion a 37°C, de cada cultivo se seleccion6
una colonia lactosa positiva. A partir de cada colonia lactosa positiva seleccionada, se realizaron
cinco cultivos seriados y la estabilidad del fenotipo de fermentacion, se defini6 como: la
proporcion de colonias lactosa positivo del total de colonias crecidas en agar Mac Conkey.
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6.2.3 Curva de utilizacion de la lactosa: Curva de crecimiento y medicion del pH

La utilizacion de la lactosa en las cepas seleccionadas fue determinada en forma indirecta,
registrando a diferentes tiempos el cambio de pH en caldo Mac Conkey y en caldo M9
(NazHPO4 48 Mm, KH2PO4 22 mM, NaCl 4,5 mM, NH4CIl 19 mM, MgS04.7H.0 2 mM,
CaCl>.2H20 0,1 mM) suplementado con lactosa (1%). El in6culo para cada cultivo fue de
1 x 10% UFC/mL. Paralelamente, se construy6 una curva de crecimiento, determinando la DOsoo

del cultivo entre 6 y 24 h.

6.2.4 Determinacion de la actividad B-galactosidasa

6.2.4.1 Cualitativa

La actividad B-galactosidasa se evalud cualitativamente en las 20 cepas de S. sonnei
fermentadoras rapidas seleccionadas previamente, asi como otras 19 actividades enzimaticas.
Para esto, se utilizo el sistema comercial APl ZYM® (BioMerieux, Francia), de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

6.2.4.2 Cuantitativa

Los niveles de actividad B-galactosidasa fueron determinados por hidrélisis de ONPG
como se ha descrito previamente por Miller, 19724, Para ello, las 20 cepas en estudio, asi como
los controles (S. sonnei ATCC 25931 y E. coli ATCC 25922), fueron cultivadas en medio M9
suplementado con triptona con y sin IPTG, como inductor de la B-galactosidasa, y se incubaron

a 37°C hasta alcanzar una DOggo de 0,5.

Cuando el cultivo alcanz6 la DOgoo de 0,5, se tomaron alicuotas de 200 pL y se llevaron a
un volumen final de 1000 pL con el buffer Z (60 mM Na2HPQO4, 60 mM NaH2PO4, 10 mM KCl,
1 mM MgSOs4, pH a 7,0). Posteriormente, las células fueron permeabilizadas agregando
cloroformo y SDS al 0,1%, agitando la mezcla en vortex y equilibrando los tubos a temperatura

ambiente.
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Se cronometraron los tiempos de inicio de la reaccion, al agregar el sustrato ONPG
(4 mg/mL) hasta la aparicion de una coloracion amarilla. La reaccion se detuvo, agregando

Na,COz (1 M) y se midio la absorbancia a 420nm. La actividad enzimatica se calculé de acuerdo

D0420nm=*1000

volumenx*tiempo*D0O550nm

a la siguiente formula: Actividad (Umiller) =

6.3 Analisis de la integridad del gen lacY en cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de

lactosa aisladas del brote de Antofagasta y la Region Metropolitana
La integridad del gen lacY, asi como la presencia del elemento IS1 en lacY, se analiz6
mediante PCR-secuenciacion; los partidores empleados (LacZF/LacYR1 y LacZF/IS1R) se

describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Partidores empleados durante el desarrollo de esta tesis.

Tamafno del
Nombre Secuencias 5°- 3’ producto
(pb)
LacZF CCAGTTGGTCTGGTGTCAAA 1002
LacYR1 GCGAACGATGAGCCAATAAT
LacZF CCAGTTGGTCTGGTGTCAAA 245
ISIR GACATAGCCCCACTGTTCGT
LamBF2 CGTTTAAGCACCCCACAAA 1474
LamBR2 ACCTGTTTTTATGCCGGATG
MalEF GCGTTTCAGTTTTGTAGGCC 1331
MalER GATGGAAAGAGGTTGCCGTA
MalF2F GGGAACATAATCGCCGCG
MalF2R AGGCCTGATAAGACGCATCA 1739
MalGF CGCCGAATAACAGTCACAAGTT 1017
MalGR TAGTGAACCTGAAAGCCACG
MalKF GCATAGTCAGCCCATCATGAAT
MalKR TCTCCTGAGTCATTGCTTTTCT 1244
AraCF AGAGCCAGTAAAAGACGCAG
AraCR TCAAATGGACGAAGCAGGGA 1040
AraEF CCAGGTGCCCAATCTCTATT
AraER CACCTGTGTGAGTTGTTCACG 1543
AraFF TTCTCGCTAAAACTATGTCAACACG
AraFR AATCACTGGTCGTTCACACCCC 1
AraGF TGCCAAGCCCGGACGTACAT
AraGR GAGCACCGCAAACACCACCA 1864
AraHF GAGCCTTGCGATGCCTAAAG
AraHR GCTGGCTGTGGTGGGAAAA 1087
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LamBCIF ~ CCGAATTCACCATGATGATTACTCTGCGCA 1350
LamBCIR ~ CCAAGCTTTTACCACCAGATTTCCATCT

MalFCIF  CCAAGCTTCCTTAATCAAACTTCATTCGCG 1555
MalFCIR ~ CCGAATTCATGGATGTCATTAAAAAGAA

PBAD24F CTGTTTCTCCATACCCGTT

PBAD24R CTCATCCGCCAAAACAG 1
glamBF TGCCGGTCTGGAAAACATC -
glamBR TCTGCGCTAAACGCACATC

gmalFF CGGATTCCCGGGTAAACAT -
gmalFR ACGCGCTGAAATGGTCAGT

16ScortoF CAGCCACACTGGAACTGAGA -
16ScortoR GTTAGCCGGTGCTTCTTCTG

6.3.1 Extraccion de DNA

La extraccion del DNA genodmico de todas las cepas empleadas en el estudio se realiz6
mediante el kit comercial E.Z.N.A® Bacterial DNA Kit OMEGA bio-tek, siguiendo las

instrucciones del fabricante.

6.3.2 Partidores

Las secuencias de los partidores utilizados en esta tesis se describen en la Tabla 1. El disefio

de los partidores para las PCRs convencionales, se realizd con el software Primer 3, mientras

que el disefio de los partidores para las qPCRs se realiz6 con el programa Geneious®. Los

partidores para amplificar el gen lacY completo (lacZF/lacYR) fueron disefiados a partir de las

secuencias de E. coli K12 MG1655. Por otra parte, con base en las secuencias de las cepas de

S. sonnei Ss046 y 53G se disefi6 un partidor para el extremo 3’ (ISR1) que permita amplificar

parte de la IS1 presente en el gen de lacY, Figura 2.
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Figura 2. Partidores disefiados para el andlisis de la integridad del gen lacY. (A) Amplificacion del
gen lacY completo, fragmento 1002 pb. (B) Amplificacion del gen lacY + 1S1, fragmento 745 pb.

6.3.3 Reacciéon de PCR

La reaccion de PCR se realizo bajo las siguientes condiciones: Buffer 5X (10 mM), MgCl»
(1,5 mM), dNTP (50 uM), partidores (0,4 uM), Taq DNA Polimerasa Promega® (1,25 Ul/uL)
y DNA (20 ng/uL), en un volumen final de 50 pL. Los ciclos, las temperaturas y los tiempos de
reaccion fueron: un paso de desnaturacién inicial a 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de
desnaturacién a 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C por 1 min y extension a 72°C por 1min;
para luego concluir con un ciclo de extension final por 10min a 72°C. Las reacciones se

realizaron en un termociclador G-Storm Thermal Cyclers.

Se empled como control positivo para el gen lacY completo DNA gendmico de la cepa de
E. coli ATCC 25922 y como control del gen lacY interrumpido con IS1 se utiliz6 DNA de la
cepa S. sonnei ATCC 25931.

6.3.4 Analisis de los productos de PCR

10 pL del volumen total de cada reaccion de PCR fue analizado mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% en buffer TAE 0,5X utilizando como estandar del tamafio molecular el
marcador de 1kb (New Englad Biolabs®). Los geles fueron teflidos con 1 pug/mL de bromuro
de etidio y fotografiados bajo luz UV (Spectroline UC 312-R) en formato electronico utilizando
el sistema de captura digital EDAS 2009 de KODAK vy el Software KODAK 1D3.6.
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6.3.5 Purificacion de los productos de PCR

Los productos amplificados por PCR fueron purificados usando E.Z.N.A® Cycle-Pure
Kit OMEGA bio-tek, segun instrucciones del proveedor.

6.3.6 Secuenciacion de los productos de PCR

Los productos de PCR purificados fueron secuenciados en Macrogen Secuencing System

- Corea por el método de Sanger.

6.3.7 Analisis de las secuencias de acidos nucleicos y proteinas

El andlisis de las secuencias se realizd en el programa BLAST y los alineamientos de
secuencia se realizaron con el programa CLUSTAL-W a través del software Geneious®.

6.4 Determinacion de la participacion de los sistemas transportadores de maltosa y
arabinosa en la incorporacion de lactosa mediante analisis de secuencia de los genes de
ambos sistemas, analisis de los niveles de expresion de lamB y malF y expresion heterdloga

de estos genes en células de S. sonnei ATCC 25931

6.4.1 Anédlisis de las secuencias de los genes del sistema transportador de maltosa y
arabinosa en una cepa de S. sonnei fermentadora rapida de lactosa representativa de

cada brote

Con el objetivo de identificar mutaciones que amplien el rango de sustrato y permitan
incorporar lactosa a través de los transportadores de maltosa o arabinosa, se analizo la secuencia
de los genes malG, malF, malg, malK y lamB del transportador de maltosa y los genes araC,
araH, araG, araF y araE del trasportador de arabinosa, en dos cepas de S. sonnei fermentadoras
rapidas, 37A y 8273RM. Para ello, los genes fueron amplificados por PCR y secuenciados por

el método de Sanger.
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Se emplearon los partidores MalGF/MalGR, MalFF/MalFR, MalEF/MalER,
MalEF/MalER y LamBF/LamBR para amplificar los genes del sistema transportador de
maltosa, y los partidores, AraCF/AraCR, AraHF/AraHR, AraGF/AraGR, AraFF/AraFR y
AraEF/AraER para amplificar los genes del sistema transportador de arabinosa, Tabla 1. La
reaccion de PCR, la visualizaciéon de los productos, la secuenciacion y el analisis de las
secuencias, fue similar a lo descrito para el analisis de la integridad del gen lacY (6.3).

6.4.2 Analisis de los niveles de expresion de lamB y malF de una cepa de S. sonnei

fermentadora rapida de lactosa representativa de cada brote mediante gPCR

La determinacion de los niveles de expresion de los genes lamB y malF, del sistema
transportador de maltosa de una cepa fermentadora rapida representativa de cada brote, se
realiz6 mediante gPCR empleando como control la cepa de S. sonnei ATCC 25931,
fermentadora tardia de lactosa. Considerando que los vectores de expresion disponibles en
nuestro laboratorio son inducibles por arabinosa, solo se determinaron los niveles de expresion

de los genes lamB y malF, del sistema transportador de maltosa.

6.4.2.1 Extraccion de RNA

Se extrajo RNA total de las cepas de S. sonnei 37A, 8273RM y ATCC 25931, como
control, mediante el kit RNeasy® de Qiagen®. Para ello, las cepas fueron cultivadas en caldo LB
a 37°C por 6 h a 190 rpm. EI RNA extraido se tratd con DNasa libre de RNasas de Promega®
a37°Cpor1lh.

La concentracion del RNA se determino en el equipo Cytation™ 3 de Biotek® y la

pureza se determino estableciendo la relacion de absorbancia 260/280. Finalmente, el grado de
integridad se evalud en un gel de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.
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6.4.2.2 Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se realizo mediante el kit AffinityScript™ Multiple Temperature

Reverse Transcriptase®, segun las instrucciones del fabricante.

6.4.2.3 qPCR

Para realizar las curvas de calibracion se realiz6 una qPCR empleando los partidores para
los genes lamB, malF y 16S rRNA, Tabla 1 (glamBF/glamBR, gmalFF/gmalFR y
16ScortoF/16ScortoR, respectivamente). Alicuotas de 20 uL de cada producto de PCR fueron
sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 2% tefiido con 5 uL de GelRed™ 5.000x,
durante 50 min. Finalizada la electroforesis, los productos se aislaron desde el gel utilizando
QIAquicK® Gel Extraction kit de QIAGEN® y se cuantificaron en el Cytation™ 3, BioTeck®.
Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas (1/10) de los productos purificados hasta
alcanzar una concentracion de 10° ng/uL y generar la curva de calibracion estandar de cada

gen.

Para la cuantificacion de los niveles de expresion se realiz6 una qPCR de 45 ciclos a 95°C por
15 segundos, 58°C por 15 segundos y 72°C por 15 segundos, usando para ello el Master Mix Brilliant
I SYBR® QPCR de Agilent Technologies®. Los valores de expresion obtenidos desde el software

EcoRealtime v4.0. se normalizaron respecto al gen 16S rRNA.
6.4.2.4 Andlisis estadistico
La significancia estadistica se establecio con un valor de p<0,05, mediante la prueba de

Kruskal-Wallis. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa Prisma v5.0 for

Windows, GraphPad® Software Inc.
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6.4.3 Expresion heterdloga de los genes lamB y malF de una cepa de S. sonnei
fermentadora rapida de lactosa representativa de cada brote en células de S. sonnei
ATCC 25931

Para evaluar el papel funcional del sistema transportador de maltosa en la incorporacion
de la lactosa, se clonaron los genes lamB y malF de una cepa fermentadora répida de lactosa
aislada de cada brote (37A y 8273RM) en el vector de expresion pBAD24 #?, gentileza del Dr.
Juan Carlos Salazar del Programa de Microbiologia y Micologia, ICBM, Universidad de Chile.
Posteriormente, se indujo la expresion heter6loga de ambos genes en la cepa de S. sonnei ATCC
25931, fermentadora tardia de la lactosa.

6.4.3.1 Extraccion de acidos nucleicos

Para la extraccion del DNA plasmidial se utilizd el kit comercial E.Z.N.A® Plasmid DNA
Mini kit 1 6 Mini kit I OMEGA bio-tek, dependiendo de la cantidad de DNA necesaria. La
purificacion de los productos de PCR y de las digestiones, se realizé con el kit comercial
E.Z.N.A® Cycle Pure Kit OMEGA Bio-tek siguiendo las especificaciones del fabricante.
Finalmente, la determinacién de la concentracion de DNA plasmidial se realizé en el equipo
Cytation™ 3, BioTeck®.

6.4.3.2 Amplificacion de los genes lamB y malF de cepas de S. sonnei fermentadoras
rapidas de lactosa

Una vez extraido el DNA genomico de las cepas en estudio, se realizé la amplificacion
de los genes lamB y malF mediante PCR. Para ello, se disefiaron los partidores
lamBCIF/lamBCIR y malFCIF/malFCIR, Tabla 1, los cuales contienen un sitio de restriccion
para las enzimas EcoRI1 y Hindlll (Fermentas®), para facilitar su clonamiento direccional en
pBAD24 #2, El disefio de la estrategia de clonacion se realizd en el software Plasma DNA,

version 1.4, Universidad de Helsinki.
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La reaccion de PCR, para todos los fragmentos amplificados, fue realizada bajo las
siguientes condiciones: Buffer 10X (10 mM), MgCl, (2 mM), dNTP (0,25 mM), partidores
(0,2 uM), High Fidelity PCR Enzyme Mix Fermentas® (5 Ul/uL) y DNA (100 ng/uL), en un

volumen final de 50 pL.

El programa de amplificacion consistié en un paso inicial de desnaturacion de 95°C por
10 min, seguido de 30 ciclos de desnaturacion a 95°C por 1 min, alineamiento a 56°C para lamB
y 57°C para malF, extension a 72°C por 1 min y extension final por 10 min a 72°C. Las

reacciones se llevaron a cabo en un termociclador G-Storm.

Los fragmentos obtenidos por PCR fueron analizadas por electroforesis en gel de agarosa
al 1%, tefiido con 1 pg/mL de bromuro de etidio y fotografiado bajo luz ultravioleta en formato
electrénico con cdmara digital. Los productos amplificados fueron purificados y cuantificados

para calcular la concentracion de las enzimas de restriccion para la digestion.

6.4.3.3 Digestion del DNA con enzimas de restriccion

Los fragmentos de DNA amplificados de los genes lamB de las cepas 37A (lamB*™4) y
8273RM (1amB&73RM) y malF de las cepas 37A (malF3'4) y 8273RM (malF"3RM) asi como el
vector pBAD24 fueron digeridos con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll (Fermentas®),
siguiendo las indicaciones de los fabricantes. Una vez transcurrido el tiempo de digestion, las
reacciones fueron purificadas y cuantificadas.

6.4.3.4 Reaccion de ligado

Ambos genes fueron ligados al vector de expresion digerido con las mismas enzimas
utilizando 100 U de T4 DNA ligasa (Promega®). Se utilizaron cantidades de inserto y vector en
concentraciones entre 800-1000 ng/puL y 200-250 ng/pL, respectivamente. La incubacién se
realizd6 a 4°C de temperatura durante toda la noche. Los vectores recombinantes fueron

denominados plamB3"A, plamB8273RM ' pmalF3"Ay pmal F8273RM,
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6.4.3.5 Transformacion de E. coli DH5a y S. sonnei ATCC 25931

Con los vectores plamB3"A, plamB873RM pmalF*"A y pmalF827RM  se transformaron
células de E. coli DH5a y de S. sonnei ATCC 25931. Para ello, se prepararon células
quimiocompetentes mediante el método adaptado de Inoue et al. (1990) y se conservaron a
-80°C en glicerol. Brevemente, a partir de un cultivo fresco, se inoculé un matraz con medio
LB, el cual fue incubado a 37°C con agitacién hasta alcanzar una ODsoo ~ 0,3. Una vez obtenida
la densidad dptica deseada, se mantuvo el matraz en hielo durante 10 min y se colectaron las
células por centrifugacion a 4°C, por 10 min a 3.000 rpm. Las células fueron resuspendidas
suavemente en 40 mL de solucién de Inoue fria (PIPES 10 mM; CaCl, 15 mM; KCI 250 mM,
ajustada a pH 6.7). Después de mantener la suspension en hielo por 10 minutos, se centrifugé a
3.000 rpm por 10 min, se elimino el sobrenadante y resuspendié en 4 mL de solucién de Inoue

fria *°.

Para la transformacion, se tomd una alicuota de 200 pL de células de E. coli DH5a y S.
sonnei ATCC 25931 quimiocompetentes descongeladas y mantenidas en hielo y se mezclo
suavemente con 5 uL del DNA ligado y se dej6é 30 min en hielo. Luego se incub6 por 45 seg en
bafio maria a 42°C y se paso a hielo por 2 min. Posteriormente se adicionaron 900 pL de caldo
SOC (caldo LB; Glucosa 2 M; MgCl2 2 M) y se incubd 1 h a 37°C con agitacion. Finalmente,
se plaquearon alicuotas de 200 pL de la mezcla en placas de medio LB ampicilina (100 pg/mL)

y se incubaron por un maximo de 18 h a 37°C #.

6.4.3.6 Seleccion de transformantes para los vectores plamB®74, plamB873RM pmalF3’Ay

La seleccion de las colonias transformadas se realizé en placas de LB con ampicilina
(100 pg/mL) incubadas a 37°C durante 18 h. Posteriormente, las colonias transformantes fueron
verificadas por PCR, empleando los partidores pPBAD24F/pBAD24R, Tabla 1, especificos para
el vector. Las condiciones de PCR fueron similares a las descritas en el andlisis de la integridad

del gen lacy.
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A partir de los clones positivos de las células de E. coli DH5a, se purificé el DNA
plasmidial y se realiz6 un analisis de RFLP con las enzimas Bgll, EcCORV y Aval (Fermentas®)
para los constructos plamB3'Ay plamB®7fM 'y EcoRV, Hindlll y Aval (Fermentas®) para los
constructos pmalF3"Ay pmalF8273RM | os productos de restriccion fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa 1%, empleando el marcador de tamafio molecular de 1 kb como
estandar (New England Biolabs®).

En el caso de las células de S. sonnei ATCC 25931, solo los productos de PCR fueron
analizados mediante RFLP, no se analizaron los vectores recombinantes (b BAD24 + lamB y
pBAD24 + malF) debido a la presencia de otros plasmidios que presentan los sitios de
restriccion para las enzimas seleccionadas. En el analisis de los productos de PCR para los
vectores plamB3™A y plamB®73RM se emplearon las enzimas Ndel, Aval y EcoRV (Fermetas®)
mientras que para los productos de pmalF*™y pmalF8273RM se emplearon las enzimas Aval y
Avall (Fermentas®).

Las restricciones fueron analizados en gel de agarosa al 1,5% usando el marcador de
tamafio molecular de 100bp (New England Biolabs®). Finalmente, los fragmentos amplificados
por PCR fueron secuenciados en Macrogen Secuencing System, Corea. Una vez obtenidas las
secuencias nucleotidicas, fueron analizadas con el software BLAST del Instituto Nacional de
Salud, EU.

Las cepas transformantes fueron denominadas SAmalF37A, SAmalF8273RM,
SAlamB37A y SAlamB8273RM.

6.4.3.7 Induccion de la expresion de los genes lamB y malF de una cepa de S. sonnei
fermentadora rapida de lactosa representativa de cada brote en cepas de S. sonnei ATCC
25931

Se prepararon placas de agar Mac Conkey con arabinosa en concentraciones decrecientes
(1,0 a 0,001%), para establecer el porcentaje del carbohidrato que permitiera revelar el fenotipo
de fermentacion de la lactosa en la cepa de S. sonnei ATCC 25931 e inducir la expresion de los
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genes lamB®", lamB8273RM ‘malF*"A y malF8273RM clonados en el vector pBAD24. Los medios
de cultivo fueron incubados a 37°C por 24 h. Se emplearon como control las cepas clinicas de
S. sonnei aisladas de los brotes 37A y 8273RM, E. coli ATCC 25922 (fermentador rapido de
lactosa), S. sonnei ATCC 25931 y S. sonnei ATCC 25931 clonada con el vector solo
(fermentadores tardios de la lactosa).

6.4.3.7.1 Determinacion de la expresion de los genes lamB3’Ay malF3"A de una cepa de S.
sonnei fermentadora rapida de la lactosa representativa de cada brote en una cepa de S.
sonnei ATCC 25931 mediante gPCR

Para confirmar la expresion de los genes lamB y malF clonados en el vector pPBAD24,
se realizd una gPCR empleando los partidores glamBF/glamBR, gmalFF/gmalFR y
16ScortoF/16ScortoR, Tabla 1. La cuantificacion se realizo de forma relativa empleando el
método comparativo de AACt, un modelo matematico que permite determinar los cambios
relativos de un gen de interés con referencia a un gen enddgeno que no cambia su expresion a

pesar de que los estados fisioldgicos se modifiquen #°.

6.4.3.7.1.1 Extraccion de RNA

Se extrajo RNA total de las cepas de S. sonnei ATCC 25931 transformadas con el gen
lamB3*™, con malF3’” y con el vector solo, como control, mediante el kit RNeasy® de Qiagen®.
Para ello, las cepas fueron cultivadas en caldo LB con y sin el inductor arabinosa a 37°C por 6
h a 190 rpm. El RNA extraido se tratd con DNasa libre de RNasas de Promega® a 37°C por 1
h.

La concentracion y la pureza del RNA se determino en el equipo Cytation™ 3 de
Biotek®. La pureza se determind estableciendo la relacion de absorbancia 260/280. Finalmente,

el grado de integridad se evalud en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
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6.4.3.7.1.2 Cuantificacion relativa de la expresion génica

Para la cuantificacion de los niveles de expresion se realizd una qPCR de 40 ciclos a
95°C por 3 seg, 55°C por 20 seg y 72°C por 15 seg, empleando el kit Kapa™ SYBR® FAST
One-step gRT-PCR. La reaccién de PCR para todos los fragmentos amplificados fue realizada
bajo las siguientes condiciones: KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix (1X), partidores (10
uM), KAPA RT MIX (1X), RNA (1 ng/uL), en un volumen final de 10 pL.

La cuantificacion de la expresion génica de lamB y malF clonados en el vector pBAD24,
se realizd utilizando el método del AACt, el cual consiste en la comparacion directa de los
valores de Ct entre los genes a estudiar (lamB y malF) y el gen de referencia (gen que codifica
al rRNA 16S) “°. Los valores de expresion obtenidos desde el software EcoRealtime v4.0. se

normalizaron respecto al gen que codifica al rRNA 16S.
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7. RESULTADOS

7.1 Tipificacion de las cepas

Para confirmar el género y la especie de las dos colecciones de cepas de S. sonnei,
disponibles en el Laboratorio de Patdgenos Entéricos y Resistencia Antimicrobiana del
Programa de Microbiologia y Micologia, se realizaron pruebas bioguimicas de forma
automatizada empleando el sistema Vitek2 y pruebas de aglutinacion en lamina empleando

antisueros comerciales, respectivamente.

Las 108 cepas aisladas de los brotes de Antofagasta (17 cepas) y la Regién Metropolitana
(91 cepas) fueron identificadas como S. sonnei de acuerdo con la tipificacion seroldgica
mediante prueba de aglutinacion (Probac®). Por otro lado, el total de las cepas fueron positivas
para ONPG y negativas para la utilizacion de ramnosa y xilosa, por lo que todas las cepas fueron

tipificadas como biotipo g (Nastasi et al. 1993) °.

7.2 Caracterizacion de la fermentacion de la lactosa en cepas de S. sonnei aisladas de
ambos brotes

Considerando los escasos antecedentes respecto a la fermentacion rapida de la lactosa en

cepas de S. sonnei, se realizé una caracterizacion de este fenotipo.

7.2.1 Fermentacion de la lactosa en placas de agar Mac Conkey

Se determin0 el fenotipo de fermentacion de la lactosa de las cepas de S. sonnei aisladas de
los brotes de Antofagasta y la Region Metropolitana estableciendo el tiempo en el que se
produce el viraje del pH por cambio en el color de las colonias. De 108 cepas de S. sonnei
estudiadas, 56 (51,8%) fueron fermentadoras rapidas, 24 (22,2%) fermentadoras tardias y 28

(25,9%) fueron no fermentadoras de lactosa, Tabla 2.
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Tabla 2: Fermentacion de lactosa de cepas de S. sonnei aisladas en dos brotes,
Antofagasta y la Region Metropolitana 2008-2009.

Origen
Fermentacion de la lactosa - - Total
Antofagasta Region Metropolitana
Fermentadoras rpidas (24 h) 10 (58,8%) 46 (50,5%) 56 (51,8%)
Fermentadoras tardias (48 h) 3 (17,6%) 21 (23,1%) 24 (22,2%)
No fermentadoras 4 (23,5%) 24 (26,3%) 28 (25,9%)
Total 17 (15,7%) 91 (84,3%) 108 (100%)

7.2.2 Estabilidad fenotipica de la fermentacion rapida de la lactosa

Con el objetivo de investigar la estabilidad de la fermentacion rapida de la lactosa, de
estas cepas, se realiz6 una evaluacion de este fenébmeno. Las 20 cepas de S. sonnei (10 cepas
representativas de cada brote) presentaron un fenotipo estable, evidenciandose que la totalidad
de las colonias desarrolladas, en cada uno de los subcultivos, en placas de agar Mac Conkey,

fueron lactosa positiva.

7.2.3 Utilizacion de la lactosa en medio liquido

La utilizacion de la lactosa en las 20 cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas seleccionas
fue determinada de forma indirecta, para lo cual se registro a diferentes tiempos el cambio de
pH en medio liquido y paralelamente, se construy6 una curva de crecimiento, determinando la

densidad éptica del cultivo.

En la curva de crecimiento en caldo Mac Conkey y en medio minimo, se observa que tanto
en los controles como, en las cepas fermentadoras rapidas de lactosa el pH disminuye durante
la fase de crecimiento exponencial, Figura 3, A-D. Al comparar la variacion del pH de las cepas
en estudio, no se observan diferencias entre las cepas fermentadoras rapidas y la cepa control
de S. sonnei tanto en caldo Mac Conkey, Figura 3, E, como en medio minimo suplementado

con lactosa, Figura 3, F.
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Figura 3: Curva de crecimiento y variacion de pH de cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa A:
cepa aislada del brote de Antofagasta (37A), B: cepa aislada del brote de la Region Metropolitana (8273RM),
C: S. sonnei ATCC 25931 y D: E. coli ATCC 25922. E: Comparacion de la variacion de pH de las cepas
723A, 8273RM, S. sonnei ATCC 25931y E. coli ATCC 25922 en caldo Mac Conkey. F: Comparacion de la
variacion de pH de las cepas 723A, 8273RM, S. sonnei ATCC 25931y E. coli ATCC 25922 en caldo MMO9.

31



7.2.4 Determinacion de la actividad p-galactosidasa

Con el fin de verificar y caracterizar la actividad de la enzima p-galactosidasa de las 10
cepas fermentadoras rapidas de lactosa representativas de cada brote seleccionadas, se realizo
una determinacion cualitativa y cuantitativa de la misma. Ademas, las actividades especificas

fueron inducidas por IPTG.

7.2.4.1 Cualitativa

Al analizar los perfiles de las 20 cepas seleccionadas, se confirmd la actividad de la -

galactosidasa (destacada en azul claro) para todas las cepas, Tabla 2.

Tabla 3: Actividades enzimaticas de cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa
determinadas mediante el sistema comercial APl ZYM® (+) reaccidn positiva; (-) reaccion
negativa.

CEPA
ENZIMA S. sonnei E. coli

ATCC ATCC

25931 25922 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Fosfatasa alcalina + + . + - - - R
Esterasa (C4) - - - - .o - - - i .. .
Esterasa lipasa (C8) - - . - - .. R
Lipasa - - - - ..o - R R R R _ _
Leucina arilamidasa + + + 0+ + 4+ o+ + o+ o+ o+ o+ + + + 0+ + o+ o+ o+ o+ o+
Valina arilamidasa - - - - ..o - R R R R _ _
Cistina arilamidasa - - ... _ i, .. _
Tripsina - - - - - ..o - R R R R - _
a-quimotripsina - - - - - - ..o - - - i .. .
Fosfatasa acida + + + -+ + + o+ 4+ o+ o+ 4+ + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
Naftol-AS-BI-
fosfosfohidrolasa - - - -+ o+ -+ o+ - - - - - -+ - -
a-galactosidasa - - - - - ..o e - R - - R - _
f-galactosidasa + + + + + + + + + + + o+ + + + + + + + o+ o+ o+

B-glucuronidasa + - - - - .. .o - - - - ..
a-glucosidasa - - - - - ... oo - - - - R _
B-glucosidasa - - - - - ..o e - - - - - _
N-acetil-B-

glucosaminidasa - - - - - ... oo - - - - R _
a-mannosidasa - - - - - ..o e - - - - R _

a-fucosidasa - - - - e e e e e - - - - -
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7.2.4.2 Cuantitativa

Se analizaron 20 cepas fermentadoras rapidas, las cuales fueron tratadas con IPTG para
inducir la expresion del operdn lac. Los resultados de los niveles de B-galactosidasa permiten
agrupar las cepas en dos grupos principales, Tabla 3, el primer grupo consiste en cepas cuya
actividad basal de B-galactosidasa (sin IPTG) es varias veces mayor, entre 253 y 7.124 Umiller,
que los niveles de la cepa control E. coli ATCC 25922, aungue alcanzaron niveles de actividad
similares a éste control después de la induccion (cepas 113A, 121A, 725A, 8055RM, 8200RM,
8273RM, 8491RM, 8546RM y 8631RM). El otro grupo esta representado por cepas cuyo nivel
basal de B-galactosidasa es inferior a la cepa control de E. coli, pero después de la induccion
exhiben una actividad enzimatica similar al control (cepas 37A, 719A, 739A, 752A, 758A,
8194RM, 8336RM, 8455RM y 8848RM). Una excepcidn fue la cepa 723A que mostro un nivel
basal e inducido similar a E. coli, mientras que la cepa 120A mostré actividad inducida 28 veces
inferior a E. coli. Por otra parte, todas las cepas fermentadoras rapidas analizadas de ambos
brotes presentaron actividad [-galactosidasa, basal e inducida, superior a la cepa control S.
sonnei ATCC25931, Tabla 3, excepto la cepa 120A.
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Tabla 4: Actividad enzima B-galactosidasa de las cepas de S. sonnei
fermentadoras rapidas de lactosa.

Actividad B-galactosidasa (U/mg de proteina)

Cepa Sin Inducir Inducida
37A 13,48 +1,2 8506,24 +369,05
719A 13,7 +2,6 5603,78 +602,99
739A 15,11 +4,93 8553,35 +1021,21
752A 18,15 +2,38 8780,55 +150589
758A 3,42 +0,26 3522,92 +561,73
8194RM 6,05 +1,92 6899,83 +976,19
8336RM 14,31 +2,09 9369,87 +1201,24
8455RM 4,13 +0,5 10945,45 +348,5
8848RM 1,04 +0,94 8348,1 +360,93
S. sonnei ATCC 25931 0 0 6807,23 +286,49
113 354,32 +45,37 8587,96 +360,1
121A 7225,59 +116,45 6235,72 +990,17
723A 113,07 +24,59 7954,7 +83,11
725A 4237,79 +501,47 7273,37 +736,13
8055RM 1127,9 +76,88 5551,85 +657,22
8200RM 1517,5 +190,75 5077,68 +770,1
8273RM 5012,74 +49,59 8129,2 +626,39
8491RM 3699,2 +278,06 7435,83 +973,59
8546RM 756,03 +21,14 1953,24 +299.4
8631RM 2569,54 +243,7 13067,99  +1305,95
E. coli ATCC 25922 101,79 +5,05 7882,55 +548,94
120A 9,76 15 282,74 +2,98

7.3 Analisis de la integridad del gen lacY en cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de

lactosa aisladas del brote de Antofagasta y la Region Metropolitana

Se analizo la integridad del gen lacY para confirmar que la organizacion de los genes
estructurales del operdn lac de las cepas aisladas de los brotes es similar a la organizacion de

las dos cepas de S. sonnei secuenciadas (Ss046 y 53G).

Las 20 cepas de S. sonnei representativas de ambos brotes y el control de S. sonnei ATCC
25931, no presentaron amplificacion del gen que codifica la lactosa permeasa Figura 4, B. Asi
mismo, se obtuvo un producto de amplificacion de 745 pb, conteniendo la regién de 270 pb del

gen lacY, mas 448 pb correspondientes a la IS1, Figura 4, C.
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Figura 4. Andlisis de la integridad del gen lacY en cepas de S. sonnei fermentadoras répidas de lactosa. (A) Disefio
de los partidores para la deteccion del gen lacY completo y el gen lacY + IS1. (B) Productos de PCR para la
deteccidn del gen lacY en cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa representativas de ambos brotes.
(C) Productos de PCR para la deteccion del gen lacY + IS1 en cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa
representativas de ambos brotes. Carril 1: marcador de tamafio molecular 1 kb (New England Biolabs®), carril 2-
5: cepas de Antofagasta (37A, 120A, 719A, 725A, respectivamente); carril 6-9: cepas de la Regién Metropolitana
(8055RM, 8273RM, 8336RM, 8491RM, respectivamente); carril 10: S. sonnei ATCC 25931, carril 11: E. coli
ATCC 25922,

El amplicdn correspondiente al fragmento del gen lacy, fue secuenciado en algunas cepas
fermentadoras rapidas de lactosa, representativas de ambos brotes (37A, 723A, 8336RM y
8273RM). En todas ellas, se observo la presencia de la region 5° del gen y la insercion del
elemento IS1, por alineamiento con la secuencia de lacY de S. sonnei Ss046 (CP00039). La
region LacY de las cepas de Antofagasta tiene un 99,5% de homologia con la region LacY de
S. sonnei Ss046, por la sustitucion aminoacidica C178S en la 1S1, mientras que las cepas de la
Regién Metropolitana mostraron una homologia del 99,1%, por las substituciones M86T y

C178SenlalSl.
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Ademas, solo con el proposito de confirmar la ausencia del extremo 3’ del gen lacY ,se
analizaron in silico los genomas de las cepas de S. sonnei 046 y 53G, no encontrandose ninguna

region homdloga al extremo 3’ del gen.

7.4 Determinacion de la participacion de los sistemas transportadores de maltosa y

arabinosa en la incorporacion de lactosa

7.4.1 Analisis de secuencia de los genes del sistema transportador de maltosa y arabinosa
de las cepas 37A 'y 8273RM

Se analizaron las secuencias de los genes del sistema transportador de maltosa y
arabinosa con el objetivo de identificar mutaciones que amplien el rango de sustrato y permitan

la incorporacion de lactosa.

7.4.1.1 Sistema transportador de maltosa

La amplificacion por PCR de los genes del sistema transportador de maltosa malG, malF,
malE, malK y lamB, en las cepas fermentadoras rapidas de lactosa 37A y 8273RM, reveld
fragmentos de 1.017, 1.760, 1.331, 1.244 y 1360 pb, respectivamente, que coinciden con los
tamanos esperados para estos genes, Figura 5. Una vez obtenidas las secuencias nucleotidicas,
se realizé el alineamiento de cada una de las secuencias con la base de datos del NCBI,
utilizando el programa BLAST, se confirmd la identidad de los genes del sistema transportador

de maltosa en las cepas fermentadoras rapidas.
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Figura 5: Productos de PCR para la deteccién de los genes del sistema transportador de maltosa (A) Cepa A37 (B)
Cepa RM8273. Carril 1: marcador de tamafio molecular 1 kb (Fermentas®), carril 2: malG, carril 3: malF, carril
4: malE, carril 5: malK, carril 6: lamB.

Al comparar las secuencias de aminoacidos deducida de los genes lamB, malE y malG,
de las cepas fermentadoras rapidas en estudio con las secuencias de las cepas Ss046 y S. sonnei
ATCC 25931, se observo un 100% de identidad. En tanto, el grado de identidad de las
secuencias aminoacidicas de malF3"* y malF&"RM fye del 100% con la cepa Ss046 y del 99,8%
con la cepa S. sonnei ATCC 25931 por la sustitucion G409D, Tabla 5.

Por otra parte, el andlisis de la secuencia aminoacidica deducida de malK de la cepa
aislada del brote de Antofagasta (37A), revel6 un 99,7% de identidad con la cepa S. sonnei
ATCC 25931 y un 99,5% con la cepa Ss046 por las sustituciones Q32P y Q82P, y P231A,
respectivamente. La cepa aislada de la RM (8273RM) present6 un porcentaje de identidad del
100% con la cepa Ss046 y del 99,7% con la cepa S. sonnei ATCC 25931 por la sustitucion
aminoacidica P231A, Tabla 5.

Tabla 5. Cambios aminoacidicos de las proteinas codificadas por los genes malG, malF, malE,
malK y lamB del sistema transportador de maltosa de las cepas 37A y 8273RM respecto de las
cepas Ss046 y S. sonnei ATCC 25931.

Ss046 S. sonnei ATCC 25931
lamB malE malF malG malK lamB malE malF malG malK
37A - - - - Q82pP - - G409D - Q82P
P231A
8273RM - - - - - - - G409D - P231A

- = indica que no existen diferencias aminoacidicas.
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7.4.1.2 Sistema transportador de arabinosa

Se amplificaron por PCR los genes araC, araH, araG, araF y arak de la cepa 37A,
Figura 6A, y de la cepa 8273RM, Figura 6B, cuyos tamafios de amplicones fueron compatibles
con los esperados: 1040, 1087, 1864, 1177 y 1543 pb, respectivamente. Una vez obtenidas las
secuencias nucleotidicas, se realizé el alineamiento de todas las secuencias con la base de datos
del NCBI, utilizando el programa BLAST, confirmd que las cepas analizadas presentan los genes

del sistema transportador de arabinosa.

A. B.
2000 b0 iggg pg 1864 pb aprox
1500 pb 1543 pb aprox p

1087 pb aprox
1000 pb 1177 pb aprox 1000 pb

Figura 6: Productos de PCR para la deteccion de los genes del sistema transportador de arabinosa (A) Cepa A37
(B) Cepa RM8273. Carril 1: marcador de tamafio molecular 1 kb (Fermentas®), carril 2: araC, carril 3: araH, carril
4: araG, carril 5: araF, carril 6: araE.

Al comparar las secuencias de aminoacidos deducida de los genes araC, E, F, Gy H de
la cepa 37A con la cepa Ss046 y S. sonnei ATCC 25931 se observé un porcentaje de identidad
del 100%, excepto en la secuencia araH con la cepa S. sonnei ATCC 25931, cuyo porcentaje de
identidad es del 99,8% por el cambio aminoacidico T328l. Por su parte, el andlisis de las
secuencias de aminoacidos deducidas de los mismos genes de la cepa 8273RM, reveld un 100%
de identidad solo con del gen araG; la identidad con los otros genes vario entre un 99,0 y un
99,6% por la presencia de 1 a 3 cambios aminoacidicos, Tabla 6.
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Tabla 6. Cambios aminoacidicos de las proteinas codificadas por los genes araC, araE,
araF, araG y araH del sistema transportador de arabinosa de las cepas 37A 'y 8273RM respecto
de las cepas Ss046 y S. sonnei ATCC 25931.

Ss046 S. sonnei ATCC 25931
araC araE araF araG araH araC arakE araF araG araH
37A - - - - - - - - - T328I
8273RM E3G V189D V310G - V316M E3G V189D V310G - V316M
A4S  V315E G328A A4S  V315E G328A
D7Y D7Y

- = indica que no existen diferencias aminoacidicas.

7.4.2 Andlisis de los niveles de expresion de lamB y malF en una cepa de S. sonnei

fermentadora rapida de lactosa representativa de cada brote mediante gPCR

Se compararon los niveles de expresion de los genes lamB y malF silvestres de dos cepas
de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa respecto a los niveles de expresion de una cepa
control de fermentacién tardia. Los niveles de expresion de ambos genes en las cepas de S.
sonnei fermentadoras rapidas de lactosa analizadas, 37A y 8273RM, fueron menores a la cepa
control de S. sonnei ATCC 25931; sin embargo, no hubo significancia estadistica al someter los
datos a la prueba de Kruskal-Wallis (p>0,05), Figura 7. Sin embargo, los valores de p obtenidos
tanto para lamB como para malF (0,059 y 0,06, respectivamente) son cercanos al valor de

significancia estadistica (p<0,05), sugiriendo que en un mayor nimero de ensayos se podrian

observar diferencias estadisticamente significativas en los niveles de expresion de ambos genes.
p= 0,059

501 B3 lamB

40 B3 malF

Numero de copias normalizadas

Figura 7: Andlisis de los niveles de expresion de los genes lamB y malF de dos cepas de S. sonnei fermentadoras
rapidas de lactosa (37A y 8273RM) y una cepa control fermentadora tardia (S. sonnei ATCC 25931). ns= no
significativo.
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7.4.3 Expresion heteréloga de los genes lamB3A, lamB#73RM malF3"A y malF8273RM en |a
cepa control de S. sonnei ATCC 25931

Se evaluo el papel funcional de los genes lamB y malF del sistema transportador de
maltosa en la incorporacion de lactosa, y su correlacion con la fermentacion en cepas de S.
sonnei aisladas de los brotes mediante expresion heterdloga. Para ello, se amplificé un
fragmento de 1350 pb y 1555 pb correspondientes a la region codificante de los genes lamB y
malF, respectivamente de las cepas 37A y 8273RM, Figura 8. Los amplicones fueron clonados
directamente en el vector pBAD24. Los vectores recombinantes (plamB3'A, plamB®73RM,
pmalF3’A y pmalF823RM) fyeron utilizados para transformar las cepas de E. coli DH50, y

posteriormente, la cepa de S. sonnei ATCC 25931 fermentadora tardia de la lactosa.

1500 pb
1000 pb

1555 pb aprox.
1350 pb aprox.

Figura 8. PCR de los fragmentos de DNA utilizados en el constructo lamB374 y lamB8273RM y mal F37A y malF8273RM en pBAD24.
Carril 1: marcador de tamafio 1Kb (New England Biolabs®), carril 2: lamB37, carril 3: lamB873RM, carril 4: malF3"A, carril 5:
ma|F8273RM.

Dado que las células de S. sonnei ATCC 25931 presentan otros plasmidios con sitios de
restriccion para diferentes enzimas, inicialmente los vectores plamB*’4, plamB87RM pmalF37A

y pmalF8273RM fyeron recuperados de cepas de E. coli DH5a y verificados mediante RFLP.

El analisis por RFLP de los clones positivos de E. coli DHS5a reveld que el tamafio del
DNA plasmidial fue cercano a los 5,8 kb, lo cual es compatible con el valor esperado para los
vectores recombinantes plamB3"A y plamB®&73RM  |a integracion de los genes, se verifico por el
cambio del tamarfio plasmidial y los patrones de restriccion esperados, una vez digerido con la
enzima Aval presentando tres fragmentos de 2484, 1786 y 1572 pb, y con las enzimas Bgll y
EcoRV, con tres fragmentos de 2374, 1890 y 1578 pb, Figura 9A.
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En el caso de los constructos pmalF*™*y pmalF8273RM e| analisis reveld que el tamafio
del DNA plasmidial fue cercano a los 6,0 kb, valor compatible con el esperado, para los vectores
recombinantes malF + pBAD24. La integracion de los genes se comprobd por un cambio en el
tamano plasmidial y los patrones de restriccion esperados, una vez digerido con la enzima Aval,
presentando tres fragmentos de 3104, 1572 y 1371 pb, y fragmentos de 3567 y 2480 pb con las
enzimas EcoRV y Hindlll, Figura 9B.

A. B.
4000 pb 4000 pb
2000 pb 2374 pb aprox. 2000 pb
1500 pb 1578 pb aprox. 1500 pb

Figura 9: Analisis de restriccion del DNA de las colonias transformantes de DH5a con los vectores recombinantes
plamB®7A, plamB873RM pmalF3"A y pmalF8273RM_ (A) Constructo SAlamB37A y SAlamB8273RM, Carril 1: marcador de
tamario molecular 1 kb (New England Biolabs®), carril 2: lamB sin digerir cepa A37, carril 3: Digestion Aval, carril 4: digestion
Bgll y EcoRV, carril:5 vacio, carril 6: lamB cepa Ss8273 sin digerir, carril 7: Digestion Aval, carril 8: digestion Bgll y EcoRV.
(B) Constructo pBAD24-malF. Carril 1: marcador de tamafio molecular 1 kb (New Englad Biolabs®), carril 2: malF sin digerir
cepa A37, carril 3: Digestion Aval, carril 4: digestion EcoRV y Hindlll, carril 5 vacio, carril 6: malF sin digerir cepa A37, carril
7: Digestion Aval, carril 8: digestion EcoRV y HindllI.

Una vez confirmados los constructos, el DNA plasmidial aislado de las células de E. coli
DH5a fue incorporado a las cepas de S. sonnei ATCC 25931 por transformacion. Los
transformantes fueron verificados mediante RFLP de productos de PCR, los cuales fueron

obtenidos empleando partidores especificos del vector.

Se seleccionaron dos clones para cada cepa y gen (SAlamB37A y SAlamB8273RM y
SAmalF37A y SAmalF8273RM) que presentaran un producto de PCR cercano a 1,4 kb para el
gen lamB y a 1,6 kb para malF. EIl analisis de restriccion de los productos de SAlamB37A y
8273RM digeridos con la enzima Ndel revel6 fragmentos de 936 y 498 pb aproximadamente y
fragmentos de 632, 492 y 336 pb aproximadamente con Aval y EcoRV, Figura 10A. Por su
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parte, el analisis para SAmalF37A y 8273RM reveld fragmentos de 701, 640 y 214 pb

aproximadamente con las enzimas Aval y Avall, Figura 10B.

A. B.
1000 pb 936 pb aprox. 1000 pb
629 pb aprox. = 701 pb aprox.
=% 640 pb aprox.
500 pb 492 pb aprox. 500 pb

336 pb aprox. —p 214 pb aprox.

Figura 10: Anélisis de restriccion del DNA de las colonias transformantes de S. sonnei ATCC 25931 con los
vectores recombinantes plamB®A, plamB&7RM, pmalF¥"A y pmalF8273RM_(A) Constructo pBAD24-lamB Carril 1:
marcador de tamafio molecular 100bp (New England Biolabs®), carril 2: lamB sin digerir cepa A37, carril 3: Digestion Ndel,
carril 4: digestion Aval y EcoRV, carril 5: lamB sin digerir cepa RM8273, carril 6: Digestion Ndel, carril 7: digestion Aval y
EcoRV (B) Constructo pBAD24-malF. Carril 1: marcador de tamafio molecular 100bp (New England Biolabs ®), carril 2:
malF sin digerir cepa A37, carril 3: Digestion Aval y Avall, carril 4: malF sin digerir cepa RM8273, carril 5: digestion Aval y
Avall.

7.4.3.1 Induccion de la expresion de los genes lamB y malF de una cepa de S. sonnei
fermentadora rapida de lactosa representativa de cada brote en cepas de S. sonnei ATCC
25931

Con el objetivo de evaluar la participacion de los genes lamB y malF de dos cepas de S.
sonnei fermentadoras rapidas, en la incorporacién de lactosa y su correlacion con el fenotipo de

fermentacidn rapida, se indujo su expresion en cepas de S. sonnei fermentadora tardia control.

La induccion de la expresion de los vectores recombinantes plamB37A, plamB8273RM
pmalF3"Ay pmalF8273RM se realizo en placas de agar Mac Conkey suplementadas con arabinosa
al 0,1%. Se analizaron 4 transformantes para cada uno de los genes (SAmalF37A,
SAmalF8273RM, SAlamB37Ay SAlamB8273RM), no observandose un cambio en el fenotipo

de fermentacion de la lactosa en la cepa S. sonnei ATCC 25931, Figura 11.
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A. Cepas clinicas B. Transformantes C. Transformantes
lamB malF

37A

S. sonnei
TCC 25931 37A

8273RM

. coli

S. sonnei TCC 25922

ATCC 25931
+ pBAD24

8273RM 8273RM

Figura 11. Induccidn de la expresion de los genes lamB y malF de cepas fermentadoras rapidas de lactosa en S. sonnei ATCC
25931 en placas de agar Mac Conkey con arabinosa al 0,1%. (A) Cepas clinicas 37A, 8273RM, cepa S. sonnei ATCC 25931 y
E. coli ATCC 25922 y cepa S. sonnei ATCC 25931 con pBAD24 solo (B) Transformantes de SAmalF37A y SAmalF8273RM.
(C) Transformantes de SAlamB37A y SAlamB8273RM.

7.4.3.2 Determinacion de la expresion de los genes lamB®A y malF*’A de una cepa de S.
sonnei fermentadora rapida de lactosa representativa de cada brote en cepas de S. sonnei
ATCC 25931 mediante gPCR

Considerando el resultado negativo en la induccion de la expresion de los genes lamB y
malF en células de S. sonnei ATCC 25931, se confirmd la expresion a nivel transcripcional de
los genes lamB*"* y malF*’ clonados. Se observo un aumento promedio de 948,8 veces de la
expresion relativa del gen lamB3™* y 38,6 veces del gen malF*"A en las cepas inducidas, respecto

de las cepas no inducidas, Figura 12.
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Figura 12. Expresion relativa de los genes lamB y malF de una cepa fermentadora rapida de lactosa, clonados en el vector
pBAD24 y transformado en la cepa S. sonnei ATCC 25931. *Inducci6n con arabinosa.
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8. DISCUSION

Las cepas de S. sonnei aisladas de gastroenteritis normalmente son lactosa negativo entre
las 18-24 h de incubacion 3; sin embargo, en dos brotes de diarrea: Antofagasta y la Region
Metropolitana, verano 2008-2009, el 51,8% de 108 cepas estudiadas presentaron fermentacion
rapida de lactosa (<24h).

Este hallazgo podria generar un problema diagndstico de consideracion, debido a que la
fermentacion de la lactosa, no solo es una propiedad bioquimica ampliamente utilizada en
laboratorio, sino que ademas representa la primera prueba diagnéstica para diferenciar las cepas
de Shigella spp. de las cepas de E. coli, dado que las cepas de Shigella no fermentan la lactosa,
con excepcion de S. dysenteriae tipo 1 y S. sonnei que son fermentadores tardios 2*. Una
identificacion inadecuada podria derivar en la administracion incorrecta de antibidticos, una
situacion preocupante, teniendo en cuenta que tanto Shigella spp. como ECEI (E. coli
enteroinvasiva) constituyen dos de las principales causas de diarrea en el mundo.
Adicionalmente, el rapido desarrollo de resistencia a los antimicrobianos es uno de los mayores

obstaculos para el control de la shigellosis ®1213,

La fermentacion rapida de lactosa en S. sonnei ha sido reportada previamente por Cook et
al. en 1951 °; sin embargo, los autores no caracterizaron las cepas que presentaron este fenotipo.
En este contexto, nuestro estudio incluyd la caracterizacion de las cepas y el andlisis de la
estabilidad del fenotipo de fermentacion rapida de la lactosa.

Las colonias tipicas de S. sonnei en agar Mac Conkey, después de 18-24 h de incubacion,
son pequefias a menudo de 2-3 mm de diametro, circulares, convexas, con superficie lisa y
brillante, bordes definidos y transparentes (lactosa negativa)®. Por el contrario, las colonias
fermentadoras rapidas, observadas en este estudio, son en general, de mayor tamafio (diametro

8-10 mm), planas, con superficie mate, bordes irregulares y de color rosado (lactosa positiva).

Al respecto, Prats et al. (1998) afirman que cuando se trabaja con medios con lactosa como
sustrato diferencial (Mac Conkey, Hektoen y SS), las colonias de S. sonnei a las 24-48 h de
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incubacion pueden aparecer como discretamente lactosa positiva, las cuales pueden presentar
dos tipos morfoldgicos (medianas, prominentes, lisas, de borde regular o grandes aplanadas,

estriadas, con bordes irregulares) debido a la segregacion espontanea del plasmido pINV 46,

En nuestra investigacion, se realizaron cultivos en medios selectivos y diferenciales para el
aislamiento de patégenos entéricos Gram negativo (XLD, Hektoen, SS y EMB) en los cuales se
observo que las caracteristicas de las colonias de las cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas
son similares a las descritas en agar Mac Conkey y distintas de la cepa fermentadora tardia
(datos no mostrados). En esta Tesis no se realizaron estudios orientados a determinar la
presencia del plasmido pINV en las cepas fermentadoras répidas de la lactosa.

Por otro lado, mediante experimentos de cultivos seriados, el fenotipo de fermentacion
rapida se conservo a través de los traspasos consecutivos, para cada una de las cepas analizadas.
Estos resultados indican que el fenotipo de fermentacién es estable, lo cual sugiere una base

genética.

Dado que en las bacterias entéricas, los productos finales caracteristicos del metabolismo
de azlcares son &cidos (ejemplo, acido acético, succinico y lactico), es posible estudiar la
fermentacion de la lactosa midiendo la caida del pH #’. En nuestro estudio, no se observaron
diferencias entre las curvas de pH de las cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa y
la cepa fermentadora tardia control (S. sonnei ATCC 25931), tanto en caldo Mac Conkey, como
en medio minimo M9. La cepa control de fermentacion réapida (E. coli ATCC 25922) presentd

una disminucion dréastica del pH como se esperaba.

El comportamiento esperado de las cepas fermentadoras rapidas, respecto del cambio de
pH, era la disminucion del pH de forma intermedia a las cepas control S. sonnei ATCC 25931
y E. coli ATCC 25922 o bien similar a E. coli ATCC 25922. Estos resultados, no concuerdan
con el comportamiento de las cepas fermentadoras rapidas de lactosa en medio sélido Mac
Conkey, donde las colonias se tornan rosadas por acidificacion del medio en 24 h. La diferencia
de comportamiento en medio solido Mac Conkey y medios liquidos Mac Conkey y M9 de las

cepas analizadas, podria estar relacionado con el hecho que, en un medio sélido, una colonia
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representa una alta cantidad de células (entre 1 x 10! y 1 x 10'? bacilos Gram negativo) dentro
de un espacio reducido, lo cual determina la acumulacion de productos acidos de forma
localizada, mientras que en un cultivo en medio liquido, por un lado no se alcanza una densidad

celular equivalente y los productos acidos eventualmente no alcanzan una alta concentracion.

Desde el punto de vista molecular, en E. coli se ha descrito que la lactosa ingresa a la célula
a través de la proteina de membrana lactosa permeasa, la cual esta codificada por el gen lacy.
Una vez en el interior de la célula, el disacarido es hidrolizado por la enzima B-galactosidasa,
codificada por el gen lacZ ®7. Considerando que en S. sonnei el gen lacY se encuentra
interrumpido por una secuencia de insercion 2, la fermentacion rapida de la lactosa en las cepas
de S. sonnei de ambos brotes podria ser explicada por: la sobreexpresion y/o mayor actividad -
galactosidasa, lo que podria compensar un reducido ingreso de moléculas de lactosa atn por un
ineficiente mecanismo de incorporacion del azlcar; alternativamente, por la presencia y
expresion de un lacY intacto y funcional; o por la existencia de un sistema transportador

alternativo con afinidad a la lactosa en las cepas fermentadoras rapidas de este azUcar.

Respecto a la actividad de la B-galactosidasa, se realizd un analisis cualitativo mediante la
galeria APl ZYM®), el cual revel6 la actividad de dicha enzima en todas las cepas fermentadoras
rapidas de lactosa, un resultado esperado teniendo en cuenta los antecedentes en otras cepas de
S. sonnei #?* y que la técnica emplea como sustrato el ONPG, un compuesto que ingresa al

interior de la célula bacteriana sin requerir la accion de la lactosa permeasa .

Por otra parte, el analisis cuantitativo de la actividad p-galactosidasa revel6 dos grupos entre
las cepas analizadas, un grupo que presenta actividad enzimatica basal (sin inducir) alta,
respecto de las cepas control (E. coli ATCC 25922 y S. sonnei ATCC 25931), pero que alcanzan
un nivel de induccion bajo en comparacion a E. coli ATCC 25922, Tabla 4; mientras que el
otro grupo, muestra un nivel enzimatico basal bajo, pero con niveles de induccion superior al
control. Estos resultados son similares a los descritos por Ito et al. (1991) quienes también
observaron heterogeneidad en la actividad -galactosidasa en las cepas de S. sonnei analizadas,

presentando algunas de ellas un actividad comparable con las cepas de E. coli control 2.
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Si la actividad p-galactosidasa basal alta y/o el nivel de induccion superior de algunas cepas
esta relacionada con el fenotipo de fermentacion rapida de la lactosa, es una posibilidad que
deberia demostrarse experimentalmente. Sin embargo, se debe destacar que no todas las cepas
cumplen con estas dos caracteristicas, por ejemplo la cepa fermentadora rapida 120A, exhibe
un nivel de actividad enzimética basal y capacidad de induccidn inferior a la cepa control de E.
coli, lo que nuevamente da cuenta de la heterogeneidad descrita por Ito et al. (1991) 2.

En cuanto a la presencia de un gen lacY intacto y funcional en las cepas de S. sonnei
fermentadoras rapidas de lactosa, nuestros resultados mostraron la ausencia del amplicon de
1002 pb compatible con la presencia de un lacY intacto. Por el contrario, en su lugar se genero
un fragmento de 745 pb, el cual corresponde al extremo 5 de lacY interrumpido por una IS1,
como se ha descrito en las cepas de S. sonnei secuenciadas (Ss046 y 53G) 2. Lo anterior sugiere
la presencia de una lactosa permeasa incompleta, aunque no se puede descartar la posibilidad
de que la proteina parcial (regién amino-terminal de la permeasa) mantenga parte de su
funcionalidad. Alternativamente, también existe la posibilidad que la regién del gen que codifica
para el extremo carboxi-terminal de la permeasa se encuentre en otro locus génico en estas
cepas, de tal forma que ambas regiones proteicas se combinen, restituyéndose la actividad

permeasa *°.

Con relacion al primer supuesto, se ha descrito ampliamente que de los 417 aminoacidos
que conforman la lactosa permeasa en E. coli, solo seis residuos ubicados en las hélices I1V,V,
VIII, IX 'y X son absolutamente indispensables para el transporte de la lactosa, Glu126, Argl44,
Glu269, Arg302 y His322, y Glu325, respectivamente 349, Sin embargo, en esta Tesis, el
analisis de la secuencia aminoacidica deducida codificada por el gen lacY de las cepas de S.
sonnei fermentadoras rapidas representativas de ambos brotes, reveld la presencia de sélo los

primeros 99 aminoacidos del extremo amino terminal de la proteina.

Dado que no hay antecedentes de un gen lacY en Shigella spp. (en S. sonnei y S. dysenteriae
es un seudogen, mientras que en S. flexneri y S. boyddi el gen esta ausente), se realizd un
modelamiento comparativo de la estructura tridimensional del LacY interrumpido de las cepas

fermentadoras rapidas de lactosa, con la secuencia de LacY de E. coli, empleando programa
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Modeller 9.14. Este modelamiento revel6 que la regién de 99 aminoacidos que conforman la
porcion del LacY de las cepas de S. sonnei en estudio, no podria tener funcion parcial como

transportador galactosidico.

La segunda posibilidad, plantea que la secuencia del extremo 3’ de lacY podria encontrarse
en otra posicién dentro del genoma de S. sonnei y que la proteina se ensamble en la membrana
y pueda transportar la lactosa al interior de la célula, tal como lo describié Wrubel et al. (1990).
Estos investigadores demostraron que la expresion simultanea de dos secuencias incompletas
del gen lacY permite la reconstitucion del transportador en la membrana citoplasmatica
exhibiendo caracteristicas similares a la lactosa permeasa intacta en células de E. coli que no
transportan lactosa *°. Lamentablemente, hasta ahora no contamos con un genoma secuenciado
de algunas de las cepas fermentadoras rapidas de lactosa, por lo que el analisis in silico
permanece pendiente. Sin embargo, aun cuando las cepas de S. sonnei 046 y 53G son
fermentadoras lentas de lactosa, se realizo en ellas la busqueda in silico de dicha region de DNA
en ambos genomas, no encontrandose secuencias homologas. Este resultado, aunque no lo
descarta definitivamente, hace menos probable la existencia de la region 3’ de lacY en otro locus
génico, particularmente si se considera la baja variabilidad genética que han demostrado tener

diferentes cepas de S. sonnei 2L,

En conjunto, estos resultados evidencian la ausencia de una lactosa permeasa funcional en
las cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa aisladas de los brotes de Antofagasta y
la Region Metropolitana. EI hecho que las cepas en estudio presenten actividad -galactosidasa,
enzima necesaria para la hidrdlisis de la lactosa y carezcan de la permeasa que permita su
ingreso, sugiere la participacion de otro u otros sistemas transportadores alternativos que

expliquen la fermentacion rapida de la lactosa.

Por lo tanto, una tercera alternativa para explicar la fermentacion rapida de la lactosa, seria
la presencia de mutaciones en uno 0 varios componentes de uno o varios transportadores
galactosidicos, que modifiquen el rango de sustratos transportados y con ello permitan el ingreso
de la lactosa, tal como se ha reportado previamente en E. coli 2°2737-3 en transportadores como

la lactosa y melibiosa permeasa y los sistemas transportadores de maltosa y arabinosa.
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En este sentido, Brooker et al. (1985) identificaron en E. coli 18 mutantes independientes,
capaces de incorporar maltosa a través del trasportador lactosa permeasa. La secuenciacion del
gen que codifica para este transportador en estas cepas, reveldé que las alteraciones en la
especificidad del sustrato son el resultado de sustituciones aminoacidicas simples dentro de la
proteina, en la posicion 177 o bien en la posicion 236 2°. Por otra parte, King et al. (1990)
demostraron que la sustitucion A177V en el gen lacY, amplia la especificidad del sustrato,
permitiendo a la permeasa transportar no sélo maltosa sino que ademas sacarosa °X. En tanto,
Van Gelder et al. (2001) generaron dobles mutantes en las posiciones 109 y 118 del gen lamB
del transportador de maltosa en células de E. coli, en las cuales se observo un transporte de
sacarosa con una eficiencia cercana a la de maltosa, a través de la maltoporina 2. Otro
antecedente de cambios en la especificidad del sustrato, por mutaciones especificas en un
transportador de azUcar, son las mutaciones independientes en los residuos 88, 91 y 182 de la
melibiosa permeasa de Enterobacter cloacae, alteraciones que permiten un ingreso eficiente de

maltosa en esta especie 2’

Respecto a la participacion del sistema transportador de maltosa en la incorporacion de
lactosa, Merino et al. (1997, 1998) identificaron dos mutaciones independientes en el gen malF
que permiten un transporte eficiente de lactosa en células de E. coli. La primera de estas
mutaciones se encuentra en la posicion 99, en la tercera hélice transmembrana, no requiere la
participacion de la proteina MBP y exhibe actividad ATPasa constitutiva, mientras que la
segunda mutacion, se encuentra en la posicion 334, requiere la presencia de la proteina MBP y
de la actividad ATPasa. El hecho de que estos mutantes puedan transportar lactosa de forma
especifica indica que existen varias posibilidades de alterar la especificidad del sustrato

modificando la estructura de los segmentos transmembrana 378,

En cuanto a la posibilidad de que carbohidratos diferentes a la maltosa puedan difundir a
través de LamB, Klebba et al. (1994), mediante mutagénesis sitio dirigida, demostraron que una
delecion de 26 nucleotidos (A379-405), elimina la especificidad de la proteina y la convierte en
un canal no especifico 2. Por otra parte, se ha descrito que la maltoporina permite una entrada

significativa de otros azucares en ausencia de porinas y bajo condiciones limitadas de
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carbohidratos, y que ademas el sitio de unién al azlcar tiene una débil, pero cuantificable
afinidad por la glucosa y otros monosacaridos y disacaridos 3.

En este contexto, se analizé la participacion de los genes lamB y malF del sistema
transportador de maltosa, en la incorporacion de lactosa y su correlacion con la fermentacion
répida en cepas de S. sonnei. Para ello, se realiz6 un analisis de secuencia del gen malF de una
cepa de S. sonnei fermentadora rapida de lactosa, representativa de cada brote. Los resultados
no revelaron la presencia de las mutaciones previamente descritas por Merino et al. (1997,
1998), en las posiciones 99 y 334, las cuales correlacionan con un ingreso eficiente de lactosa
en células de E. coli. Asi mismo, no se observaron diferencias entre las secuencias
aminoacidicas deducidas del gen lamB de las cepas 37A y 8273RM y la secuencia aminoacidica

de las cepas control fermentadoras tardias de lactosa, S. sonnei Ss046 y S. sonnei ATCC 25931.

En el caso de la cepa aislada del brote de la Region Metropolitana, se encontrd un 100% de
homologia entre las secuencias aminoacidicas deducidas de los genes malE, malG y malK y las
secuencias aminoacidicas de las cepas control fermentadoras tardias de la lactosa, Tabla 5. En
la cepa de S. sonnei aislada del brote de Antofagasta, s6lo se observo el cambio Q82P en la
proteina MalK, Tabla 5, la cual no ha sido reportada previamente y se desconoce su rol en el
reconocimiento del sustrato del sistema transportador de maltosa; sin embargo, el hecho de que
este gen pueda ser intercambiado con el gen ugpC (del sistema transportador Ugp), sin pérdida

de la especificidad de los sustratos, sugiere que este componente no participaria en dicha funcion
54

Adicionalmente, dado que Messer et al. (1974) describieron mutaciones en el gen araC
que permitian un transporte eficiente de lactosa via sistema transportador de arabinosa en cepas
de E. coli, se analizaron las secuencias de los genes que conforman este sistema araC, araH,
araG, araF y araE en una cepa fermentadora rapida de lactosa representativa de cada brote. La
cepa de S. sonnei aislada del brote de Antofagasta (37A) no presento diferencias en la secuencia
aminoacidica deducida de los genes analizados respecto a las cepas de referencia fermentadoras

tardias de la lactosa.
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Por el contrario, en la cepa 8273RM aislada del brote de la RM, se observaron varias
mutaciones en los genes araC, araE, araF y araH respecto a las cepas de referencia de S. sonnei
Ss046 y ATCC 25931, Tabla 6. Estos cambios no han sido descritos previamente y se
desconoce su papel en el reconocimiento de sustratos, por lo que reviste de importancia un
andlisis desde el punto de vista funcional su posible participacion en la internalizacion de la
lactosa en las cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa.

Si bien, las simulaciones por computadora no sustituyen a las pruebas funcionales, permiten
plantear una aproximacion complementaria de la participacion del sistema transportador de
arabinosa en la incorporacion de lactosa en las cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de
lactosa, ya que proporcionan el detalle de la union proteina-ligando a escala molecular y
atomica. Se decidié entonces efectuar simulaciones teérico-computacionales a fin de estudiar

los efectos de las mutaciones de interés 56

Como primer paso se buscaron en la base de datos Protein Data Bank®, las estructuras
de las proteinas de interés 6. Se reclutaron los cédigos PDB 2ARC (perteneciente a AraC

complejada con arabinosa) y 1ABE (perteneciente a AraF).

Las mutaciones registradas en AraC se sitlan en las posiciones 3, 4 y 7; sin embargo, la
estructura 2ARC no presenta resueltas las posiciones de los residuos 1 a 6 (esto se debe a que
los extremos proteicos, suelen presentar una gran movilidad lo que representa un impedimento
técnico para la resolucién de su estructura) por lo cual se modelara, por medio del programa
Modeller 9.14, la disposicion espacial de estos aminoacidos. Aun asi, es importante notar que
la cercania de estas mutaciones al extremo amino terminal de la proteina sugiere que no tendrian
efecto significativo en la conformacion que la lactosa adopta en el centro activo de la proteina,

dado que no afectan directamente el core estructural de la proteina.

No obstante, mediante el software AutoDock Vina se efectuard un docking o
acoplamiento molecular entre AraC y la lactosa con el objetivo de estimar la energia de union
entre ambos y la orientacion y conformacion que la lactosa adopta en el centro activo de AraC
%, Posteriormente, mediante software FoldX, se generaran las mutaciones E3G, A4S y D7Y
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(encontradas en la cepa 8273RM) en la proteina AraC para realizar un docking de la proteina
mutada y la lactosa, con el objetivo de estimar su efecto en la estructura y en la energia de unién
entre ambos %’. Posteriormente se compararan los resultados obtenidos entre la cepa silvestre y
la mutante para establecer, si las mutaciones tienen efectos en la unién de la lactosa al regulador

del sistema transportador de arabinosa.

Las mutaciones registradas en AraF se encuentran en las posiciones 310 y 315. La
estructura PDB 1ABE no registra estos residuos resueltos, por lo que se procedera a modelar
también esa fraccion para luego realizar la técnica de docking con la lactosa y efectuar
comparaciones entre los resultados de AraF silvestre y AraF mutante (V310G y V315E).

No se han encontrado estructuras cristalinas de las proteinas Arak y AraH de la especie
de interés, por lo que no se puede conocer si las mutaciones encontradas facilitan la union de la
lactosa en la cepa aislada del brote de la Region Metropolitana. Un trabajo a futuro consiste en
modelar sus estructuras mediante la técnica de modelado por homologia y efectuar las

estimaciones de docking, comparando los resultados entre la silvestre y la mutante >’

Por otra parte, en el andlisis de los niveles de expresion de los genes lamB y malF de dos
cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa (una cepa representativa de cada brote), no
se observaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a la cepa control
fermentadora tardia de la lactosa, S. sonnei ATCC 25931 (p <0,05). Estos resultados, en
conjunto con los datos obtenidos mediante el analisis de las secuencias aminoacidicas de dichos
genes, sugieren que tanto la proteina LamB como la proteina MalF no estarian involucradas en
el transporte de lactosa en las cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa aisladas de

ambos los brotes.

Considerando la importancia de las pruebas funcionales para investigar la estructura y/o
funcién de una proteina determinada en un organismo, se analiz6 la participacién de las
proteinas LamB y MalF, de una cepa fermentadora rapida de lactosa representativa de cada
brote, en la incorporacion de lactosa y su correlacion con la fermentacion rapida, mediante

expresion heteréloga en la cepa control de fermentacion tardia S. sonnei ATCC 25931. Esta
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metodologia ofrece ventajas debido a que se trata de un receptor de la misma especie.
Adicionalmente, los genes clonados bajo el control del promotor araC-Psap son eficientemente
reprimidos y permiten altos niveles de expresion del gen a bajas concentraciones de arabinosa,

tan bajas como 0,001% 8.

Los resultados de los experimentos de expresion heter6loga fueron negativos, no
observandose cambios en el fenotipo de fermentacion de las cepas de S. sonnei ATCC 25931,
cuando se expresaron los genes lamB3"A, 1amB873RM malF3"A y malF8273RM Algunas razones
para explicar este resultado son: baja o nula expresion de los genes clonados en el vector, ya sea
por toxicidad de la proteina pre o post induccion; ausencia de la proteina nativa debido a
desplazamientos en el marco de lectura, mala incorporacion de aminoacidos, ausencia de
plegamiento o plegamiento inadecuado; inactividad de la proteina por baja solubilidad o por
problemas en su exportacion; y/o ausencia de otros determinantes necesarios dentro del genoma

de las cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa, entre otros -,

Para confirmar que el resultado obtenido en la evaluacién fenotipica de las
transformantes SAlamB37A y SAmalF37A se debié a que los genes analizados no estan
involucrados en la internalizacién de la lactosa en las cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas
y no a la ausencia de su expresion a nivel transcripcional, se realizé una gPCR para determinar
los niveles de expresion relativas de los genes lamB3"A y malF3"Aen la cepas de S. sonnei ATCC
25931. Los resultados obtenidos permitieron establecer que los niveles de expresion lamB3’A y
malF>"A fueron, 949 y 39 veces mayor respectivamente, en las cepas transformadas e inducidas
con arabinosa, que en las cepas transformadas no inducidas, evidenciando que el resultado
obtenido no se debe a la ausencia de expresion de los genes lamB y malF en la cepa fermentadora

tardia.

Entre las limitaciones de este estudio se puede mencionar la falta de deteccion
especifica de las proteinas LamB y MalF, asi como el estudio de su ensamblaje en la membrana.
Aunque la expresion de proteinas recombinantes supone una carga metabdlica para la célula

hospedera, el hecho de utilizar como hospedero una bacteria de la misma especie, permite
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suponer que tanto la transcripcién, traduccion y funcionalidad de la proteina no deberian verse
afectadas.

Una alternativa para estudiar la posible participacion de las proteinas LamB y MalF del
sistema transportador de maltosa, en la incorporacion de lactosa en las cepas de S. sonnei
aisladas de ambos brotes, es la inactivacion génica. Esta metodologia ha demostrado ser efectiva
parta estudiar la relacion entre la estructura y la funcion proteica, y ademas permite analizar la

interaccion con otros determinantes bacterianos.

No obstante, en nuestro estudio, las limitantes para aplicar esta metodologia fueron la
multirresistencia antibidtica de las cepas en estudio y la falta de marcadores de resistencia

alternativos, lo cual no permitié el uso de los vectores disponibles, ni su modificacion adecuada.

Las librerias genomicas y los microarreglos constituyen otras alternativas
metodoldgicas, ambas tienen la ventaja de permitir analizar cientos de genes de forma
simultanea. A pesar de ello, las librerias gendmicas presentan dificultad en la seleccién e
identificacion de el o los clones que contengan el gen de interés; en tanto los microarreglos
suponen un desafio desde el punto de vista estadistico por la gran cantidad de informacién que
se obtiene, asi como también, la gran variabilidad observada en los resultados experimentales,
sumandose a esto su elevado costo 562, Ademas, la identificacion, ya sea del gen de interés en
la libreria o de las sefiales interesantes en el “chip” igualmente deben ser verificadas con otras

técnicas tales como mutagénesis dirigida, expresion heteréloga o gPCR.
Finalmente, los resultados de este estudio evidencian que los genes lamB y malF del

sistema transportador de maltosa, por si solos, no participan en la incorporacion de lactosa y no

se correlacionan con la fermentacion rapida en cepas de S. sonnei aisladas en estos brotes.
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9. CONCLUSIONES

Se describen por primera vez en Chile, cepas de S. sonnei aisladas de dos brotes: Antofagasta

y Region Metropolitana, fermentadoras rapida de lactosa (<24 horas) y fenotipo estable.

Todas las cepas de S. sonnei fermentadoras rapidas de lactosa, revelaron actividad
[-galactosidasa; sin embargo, esta actividad no fue homogénea, destacandose dos grupos, uno
de ellos presenta actividad basal baja y niveles de induccion altos, mientras que el otro grupo

evidencia una actividad basal alta y niveles de induccion bajos.

Se demuestra en cepas clinicas de S. sonnei la pérdida de la integridad del gen lacY, debido
a una delecion de 981 pb y a la presencia de una IS1 en el extremo 3°, similar a lo reportado en
los genomas de las cepas de S. sonnei Ss046 y 53G. Por lo tanto, la fermentacion rapida de la

lactosa no se deberia a la presencia de la lactosa permeasa.

El gen malF del sistema transportador de maltosa, de las cepas 37A y 8273RM no presento
los cambios aminoacidicos descritos previamente en la literatura, sin embargo, en la cepa37A
representativa del brote de Antofagasta, se observo un cambio en el gen malK que podria ser
investigado, aunque su rol en el reconocimiento del sustrato es cuestionable. EI gen lamB de las
cepas 37A y 8273RM tampoco presentd cambios aminoacidicos respecto de las cepas

fermentadoras tardias de lactosa, S. sonnei Ss046 y S. sonnei ATCC 25931.

Las cepas de S. sonnei ATCC 25931, fermentadora tardia de lactosa, transformada con los
genes lamB%"A, [amB8273RM malF37A y malF®73RM no presentaron cambios en su fenotipo de
fermentacion de lactosa, aun cuando se confirmé la expresion transcripcional de cada gen

mediante qPCR.
Estos resultados en su conjunto, evidencian que en las cepas de S. sonnei fermentadoras

rapidas, aisladas de los brotes de Antofagasta y la Region Metropolitana 2008-2009, los genes

lamB y malF del sistema transportador de maltosa, no participarian en la internalizacion de la
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lactosa, lo cual sugiere que, probablemente el fenotipo en estas cepas involucra otro
transportador.
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