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RESUMEN

Las bacterias pueden obtener material genético forAneo a través de un
proceso denominado transferencia genética horizontal (TGH). Mediante este proceso
las bacterias adquieren rdpidamente nuevas caracteristicas que favorecen su
supervivencia y es uno de los principales motores en la evolucion bacteriana.

Uno de los casos donde la TGH ha jugado un rol importante en la generacién
de diversidad es en el género Salmonella, donde actualmente se han reportado mas
de 2.500 serovares. Unos de los serovares de importancia en salud humana es el
serovar Enteritidis (S. Enteritidis), ya que afecta a un amplio rango de hospedero,
incluyendo al hombre y animales de importancia comercial. Elementos genéticos
presentes en estas bacterias, como ciertas islas de patogenicidad y profagos, son
inestables y por lo tanto son potencialmente transferibles a otras bacterias del medio
donde se encuentren. En nuestro laboratorio hemos identificado una isla de
patogenicidad inestable en el cromosoma de S. Enteritidis, denominada ROD?21.
ROD21 posee un tamafio de 26,5 kb y se encuentra en una regidn que posee tres
copias del gen que codifica el tRNA de asparragina (asnT). Esta isla de
patogenicidad contiene al gen tlpA, involucrado en la virulencia de la bacteria. En
experimentos previos hemos demostrado que la isla ROD21 es capaz de escindirse
del cromosoma de S. Enteritidis en medio de cultivo LB. Ademas, esta capacidad de
escision aumenta cuando la bacteria es sometida a tratamientos con peroxido de
hidrogeno, dando indicios de que ciertas condiciones ambientales influyen en la

escision.



Para determinar si ROD21 es capaz de transferirse a otras bacterias, se
generd una cepa dadora que poseia un gen de resistencia a kanamicina en ROD21
(S. Enteritidis ROD21:aph) y también se generaron cepas receptoras de
S. Enteritidis carentes de ROD21 (AROD21), S. Typhimurium, E. coli H10407 y E.
coli EDL933, las que poseian el gen de resistencia a cloranfenicol inserto rio abajo
del gen putA. Se realizaron ensayos de transferencia en medio liquido, donde se
obtuvo frecuencias de transferencia de 2,2x107 por dadora para S. Enteritidis y
3,2x108 por dadora para S. Typhimurium. Para E. coli no se obtuvo bacterias que
integraran ROD21 en su genoma. Posteriormente, mediante ensayos de
transferencia en filtro, se determin6 que la movilizacion de la isla ocurre mediante un
proceso conjugativo, obteniendo mayores frecuencias de transferencia que en medio
liquido. Ademas, se descartdé que el proceso de transferencia ocurriera por
transformacion natural o transduccion. Finalmente, se analizo el efecto de ciertas
condiciones ambientales que pudiesen afectar la transferencia de ROD21,
observando que la temperatura y pH logran aumentar la frecuencia de transferencia.
Estos datos indican que ROD21 es una isla de patogenicidad inestable capaz de
transferirse a otras bacterias mediante conjugacién, siendo este un evento especie-
especifico y que es afectado por factores ambientales, que podrian influir tanto en el
ciclo natural de la bacteria, como en un proceso infectivo, asegurando la mantencion

de ROD21 dentro de la poblacion.



ABSTRACT
Horizontal gene transfer of ROD21: an unstable pathogenicity island present in
the chromosome of Salmonella enterica serovar Enteritidis

Bacteria can obtain foreign genetic material through a process called horizontal
gene transfer (HGT). Through this process, bacteria rapidly acquire new traits that
favor their survival and is one of the main drivers in bacterial evolution.

One case where HGT has played an important role in the generation of
diversity is in the genus Salmonella enterica, where currently more than 2,500
serovars are reported. One of the serovars of importance in human health is serovar
Enteritidis (S. Enteritidis), affecting a wide host range, including humans and animals
of commercial importance. Genetic elements present in these bacteria, like certain
pathogenicity islands and prophages, are unstable and therefore are potentially
transferable to other bacteria in the environment. In our laboratory we have identified
an unstable pathogenicity island in the chromosome of S. Enteritidis, called ROD21.
ROD21 is 26.5 kb in size and is located in a region that has three copies of the gene
coding for asparagine tRNA (asnT-tRNA). This pathogenicity island contains the gene
tlpA, involved in the virulence of the bacteria. Previous experiments have shown that
the island suffers excision from the chromosome of S. Enteritidis in LB medium. In
addition, this phenomenon increases when the bacteria is subjected to treatment with
hydrogen peroxide, providing evidence that certain environmental conditions would

influence the excision event.

To determine whether ROD21 is able to transfer to other bacteria, we

generated a donor strain that had a kanamycin resistance gene in ROD21



(S. Enteritidis ROD21::aph), and also generated recipient strains of S. Enteritidis
lacking ROD21 (AROD21), plus S. Typhimurium, E. coli H10407, and E. coli EDL933,
which possessed the chloramphenicol resistance gene inserted downstream the putA
gene. Transfer assays were performed in liquid medium, which yielded transfer
frequencies of 2.2 x10°7 per donor for S. Enteritidis and 3.2 x10® per donor for S.
Typhimurium. For E. coli, there were no bacteria that integrated ROD21 into their
genome. Subsequently, by filter-mating assays, it was determined that the
mobilization of the island occurs through a conjugative process, achieving higher
transfer frequencies than in liquid medium. Furthermore, we confirmed that the
transfer process does not occur by natural transformation or transduction. Finally, we
analyzed the effect of certain environmental conditions that could affect ROD21
transfer, and found that the temperature and pH are able to increase the frequency of
transfer. These data indicate that ROD21 is an unstable pathogenicity island that can
be transferred to other bacteria by conjugation, being a species-specific event that is
affected by environmental factors that might influence both the natural cycle of
bacteria and the infective process, ensuring the maintenance of ROD21 within the

population.



1.- INTRODUCCION

Los genomas de las especies bacterianas pueden evolucionar a través de
diversos procesos, como mutaciones, rearreglos cromosomales, deleciones de uno o
varios genes 0 adquisicion de material genético, mediante transferencia genética
horizontal (TGH) (1). La pérdida o ganancia de material genético genera cambios
genodmicos que pueden alterar rapida y radicalmente el estilo de vida de la bacteria,
como por ejemplo la conversién de una bacteria inocua en patdgena por conversion
lisogénica (2, 3). Estos ultimos mecanismos parecen ser los principales por los
cuales las bacterias se adaptan genéticamente a nuevos ambientes, teniendo una
fuerte repercusién especialmente en la aparicion de bacterias patdgenas. Los
procesos de flujo horizontal de genes incluyen elementos genéticos méviles como
plasmidos conjugativos, elementos integrativos conjugativos, transposones,
secuencias de insercién, profagos, integrones e islas genémicas (4-6).

Se habla de TGH cuando una bacteria es capaz de incorporar material
genético proveniente de una fuente externa. Las bacterias obtienen comunmente
nuevas secuencias de ADN por 3 mecanismos gque se detallan a continuacion:

1.1 Transformacién bacteriana: La transformacion es la captacion estable,

integracion y expresion de ADN extracelular que ocurre en la naturaleza cuando las
especies bacterianas se encuentran en un estado fisiol6gico conocido como
competencia (7). La transformacion natural ha sido demostrada en muchas arqueas y
subdivisiones bacterianas (8, 9). La liberacion y persistencia de ADN extracelular, la
presencia de células competentes y la capacidad del ADN para ser integrado al
cromosoma bacteriano son las condiciones necesarias para que la transformacion

natural ocurra (5). Se ha reportado que la respuesta SOS inducida por antibiéticos
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mediante dafio al ADN favorece la transformacién bacteriana y promueve la
diseminacién de genes de resistencia a antibioticos (10).

1.2 Transduccidn: La transduccién es un mecanismo de transferencia de

material genético de una bacteria a otra mediada por un bacteriéfago (fago). Los
fagos son virus especializados que infectan bacterias (11) y tienen un rango limitado
de hospederos, por lo tanto la transduccion es un evento especifico de TGH (12).
Existen dos tipos de bacteriéfagos, dependiendo de su ciclo de vida: 1) liticos, que
son capaces solo de infectar bacterias y producir mas fagos con la destruccién de la
célula hospedera y 2) lisogénicos, que son capaces de integrarse en el genoma de la
bacteria hospedera y convertirse en parte de su material genético (11). Bajo estas
condiciones, el bacteriéfago es conocido como profago (5). La conversion lisogénica
ocurre cuando los genes transferidos confieren inmunidad a la bacteria receptora
para ser infectada por el mismo fago u otro similar y, en algunas ocasiones, altera el
fenotipo de la bacteria receptora otorgandole ventajas adaptativas, como genes de
virulencia que lleva consigo (2, 13). La importancia de la propagacion de genes de
virulencia mediante conversion lisogénica ha sido evidente s6lo desde hace algunos
afos. Por ejemplo, se ha demostrado que los genes que codifican la toxina Shiga,
stx1 y stx2 son transferibles desde una cepa de E. coli a otra mediante bacteriéfagos
(14). La incorporacion del ADN circular del fago al cromosoma bacteriano se realiza
mediante un proceso de recombinacion entre una secuencia especifica del
bacteriéfago (conocida como secuencia attP) y una secuencia del cromosoma
bacteriano (conocida como secuencia attB) (15). Ambas secuencias poseen un largo
de entre 16 a 20 pb y ademas poseen sobre un 90% de identidad. La recombinacion

de estas secuencias requiere la presencia de una integrasa, que cataliza una
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recombinacién del tipo sitio-especifica entre los sitios attP y attB (16). La
recombinacion entre estas dos secuencias produce la integracion del ADN del fago
en el cromosoma bacteriano, quedando las secuencias attB y attP flanqueando al
profago. Estas secuencias se denominan attL y attR (17). El ciclo litico puede ser
inducido en profagos bajo ciertas condiciones ambientales, como la respuesta SOS
(18, 19), donde se produce la escision del genoma del bacteri6fago desde el
cromosoma bacteriano (17). Este proceso es catalizado también por la integrasa,
pero ademas se requiere de la accion de una segunda proteina, denominada
excisionasa, para producir la recombinacion inversa entre la secuencia attL y attR
(15, 17).

1.3 Conjugacion: La TGH mediante conjugacion es utilizada por ciertos

plasmidos y por elementos conjugativos e integrativos (ICE’s) (20). La conjugacion
requiere del contacto célula-célula y de proteinas especificas que median el proceso
de transferencia y la creacion del poro de conjugacion. Muchos plasmidos no pueden
transferirse de forma auténoma, pero pueden ser movilizados de una bacteria a otra
en presencia de un plasmido auto-transferible mediante el uso de proteinas de
movilizacion (5, 7).

El mecanismo molecular de transferencia de ADN por conjugacion ha sido
ampliamente estudiado, especialmente en Proteobacterias. La region de ADN
transferible (usualmente plasmidos que codifican su propio aparato de conjugacion)
debe contener un origen de transferencia (oriT), una secuencia de ADN corta donde
el proceso tiene comienzo y fin (21). El resto de la maquinaria conjugativa consiste
de al menos 15 proteinas que llevan a cabo diversas funciones, incluyendo el

procesamiento de ADN vy el transporte hacia la bacteria receptora (22). Las proteinas
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de la maquinaria conjugativa se puede considerar como 3 médulos funcionales: 1) el
selector de sustrato, que consiste de un complejo nucleoprotéico, también llamado
relaxosoma, formado por el oriT, una relaxasa y una o mas proteinas accesorias. La
relaxasa corta especificamente el oriT en la hebra de ADN que sera transferida,
permaneciendo unida covalentemente a la hebra cortada, donde se cree que ocurre
la ligacidn al final del proceso de transferencia. 2) El conducto transmembrana es un
complejo multiproteico formado por cerca de 10 proteinas, que se extiende a través
de la membrana interna y externa. Sus componentes pertenecen a la familia de
proteinas transportadoras del sistema de secrecion tipo IV (23, 24). 3) Las proteinas
de acoplamiento unen al selector y el conducto, aproximando ambas partes de la
maquinaria de transferencia. Ademas, basado en su estructura y similitud con otros
transportadores de ADN, se propone que expulsa activamente la hebra de T-ADN,
correspondiente al ADN que es susceptible de ser transferido, desde la bacteria
dadora a la receptora (25).

Se ha reportado que ciertas condiciones ambientales influyen en la
transferencia de material genético de una bacteria a otra, pudiendo ser estos factores
tanto bidticos como abioticos, como por ejemplo: densidad celular, concentracion de
carbon organico, temperatura, catecolaminas, todo esto en condiciones ambientales
o durante un proceso infectivo (26-28).

1.4 Transferencia lateral de genes en Salmonella

Uno de Ilos casos mas interesantes de TGH se observa en
Salmonella enterica, debido a la gran cantidad de plasmidos, islas gendémicas y
profagos que contiene su material genético, los cuales han sido incorporados

presumiblemente por TGH (29, 30). En este proyecto se estudiara la capacidad de
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movilizacion de una isla de patogenicidad posiblemente adquirida por transferencia
lateral en la bacteria Salmonella enterica serovar Enteritidis.

Salmonella enterica es un enteropatdgeno intracelular facultativo que afecta a
un amplio rango de hospederos y que cuenta con mas de 2.500 serovares, de los
cuales el serovar Typhimurium (S. Typhimurium) y Enteritidis (S. Enteritidis) han sido
ampliamente estudiados, debido a su impacto en la salud humana y en animales de
importancia comercial. Esta bacteria logra invadir células epiteliales del intestino,
preferencialmente células M ubicadas en las Placas de Peyer, y sobrevivir en
macrofagos gracias a los Sistemas de Secrecion Tipo Il (SSTT) codificados en la isla
de patogenicidad 1 y 2 (SPI-1 y SPI-2). Una vez que S. Typhimurium alcanza la
lamina propria del epitelio intestinal, se disemina a érganos como el bazo e higado,
para generar infeccion sistémica (31).

Gracias a la secuenciacion de genomas de varios serovares de Salmonella
enterica y a su disponibilidad en bases de datos publicas, se han realizado estudios
de gendmica comparativa a partir de los cuales se ha logrado identificar regiones
adquiridas a través de TGH, como la isla de patogenicidad ROD21 en el cromosoma
de S. Enteritidis, que se describe a continuacioén.

1.5 Laislade patogenicidad ROD21

ROD21 (Region of Difference 21) es una isla genémica de 26,5 kb, ubicada
entre las coordenadas 2,061,170 y 2,087,657 del genoma de la cepa PT4
NCTC13349 de S. Enteritidis. Esta isla se encuentra ademas en el genoma de

S. Gallinarum y S. Dublin (32).
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Esta regidn genomica presenta caracteristicas tipicas de islas de
patogenicidad (Fig. 1-1): 1) se encuentra inserta en una region donde existen 3
copias del gen que codifica el tRNA de asparragina (asnT) en el genoma de
S. Enteritidis, 2) en su extremo &’ tiene un gen que codifica una integrasa similar a
las presentes en los fagos de la familia P4, 3) esta delimitada por secuencias directas
repetidas de 22 pb, que son idénticas a los ultimos 24 pb del gen asnT, y 4) su
porcentaje de G+C es de 37,5%, mientras que el resto del genoma es de un 52,2%.
ROD21 es considerada una isla de patogenicidad, debido a que codifica a la proteina
TIpA (TIR-like protein A), involucrada en la virulencia de la bacteria, modulando los
mecanismos de defensa del hospedero que determinan la regulacion de NF-kB y
activacion de caspasa-1 (33).

En estudios previos de nuestro laboratorio hemos demostrado que ROD21 es
una isla de patogenicidad inestable, pues realiza un proceso de escisibn mediante
recombinacién sitio-especifica que es catalizado posiblemente por la integrasa que
esta codificada dentro de la isla. Esta enzima reconoceria las secuencias directas
repetidas que flanquean la isla de patogenicidad (34), produciendo un intermediario
circular que puede permanecer como elemento episomal dentro de la bacteria o
segregar y perderse. En el caso de ROD21, hemos determinado que la escisidon
puede ocurrir por 4 eventos de recombinacion diferentes, que se detallan en la Figura

1-1.
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A)

asnT2 DRS asnT3

B) D)

attPl attP3

Figura 1-1. Esquema de la isla de patogenicidad ROD21 presente en el cromosoma de
Salmonella Enteritidis. A) Se indica la ubicacion del gen que codifica la integrasa (int), el factor de
virulencia TIpA, las copias de asnT y las secuencias directas repetidas (DRS), ademas de los 4
posibles tipos de recombinacion que generan la escision de la isla (attB1-4) y sus respectivos
elementos episomales (attP): attP1 (B), attP2 (C), attP3 (D) y attP4 (E).

La importancia de la inestabilidad de regiones que contienen factores de
virulencia esta dada por la posible transferencia del elemento genético y la funcion
que jugaria la pérdida de la isla de patogenicidad durante la transicion de fase aguda
a cronica durante un proceso infectivo (35, 36). Hemos detectado esta inestabilidad
durante el crecimiento de S. Enteritidis en medio de cultivo e intracelularmente

durante la infeccion de células fagociticas (37). Ademas, logramos detectar cuatro

tipos de escision para esta isla de patogenicidad (Fig. 1-1), formando a su vez cuatro
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tipos de intermediarios circulares. También hemos demostrado eventos de pérdida
espontanea de la isla en condiciones in vitro, que resultan en la generacion de
bacterias que carecen de ROD21 (37). Por otro lado, mediante analisis
bioinformaticos hemos identificado marcos de lectura presentes en esta isla de
patogenicidad que tienen identidad con proteinas involucradas en la maquinaria
conjugativa de movilizaciéon de ADN, como MobA y TraD.

Segun los antecedentes mencionados anteriormente, el objetivo de esta tesis
fue determinar si esta isla de patogenicidad inestable es transferible a bacterias
receptoras en condiciones de cultivo in vitro, ademas de determinar la frecuencia de
la ocurrencia de este fendmeno y el mecanismo por el cual ocurre. Por ultimo, esta
tesis tuvo como objetivo identificar condiciones ambientales que podrian favorecer el

traspaso de esta isla de patogenicidad a otras bacterias.
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HIPOTESIS
La isla de patogenicidad ROD21 presente en el cromosoma de S. Enteritidis
es un elemento genético inestable capaz de transferirse a bacterias que carecen de

ella mediante un proceso de TGH que es alterado por condiciones ambientales.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la ocurrencia de la transferencia horizontal de la isla de
patogenicidad ROD21 presente en el cromosoma de S. Enteritidis en condiciones de

laboratorio y frente a diferentes condiciones ambientales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la ocurrencia y frecuencia de transferencia genética horizontal de
ROD21 en condiciones in vitro hacia S. Enteritidis y otras bacterias

filogenéticamente cercanas.

2. Determinar el mecanismo por el cual ocurre TGH de ROD21 en condiciones in

vitro hacia otras bacterias.

3. Determinar el efecto de pH, temperatura y estrés oxidativo en la frecuencia de

transferencia de ROD21 hacia otras bacterias.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales
2.1.1 Cepasy plasmidos

Las cepas de Salmonella utilizada en este estudio fueron Salmonella enterica
serovar Enteritidis PT1 (S. Enteritidis), donada por la Sra. Alda Fernandez del
Instituto de Salud Publica de Chile; S. Enteritidis PT4 NCTC13349, donada por el Dr.
Carlos Santiviago de la Universidad de Chile, Salmonella enterica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium) 14028s, donada por el Dr. Guido Mora de la
Universidad Andrés Bello y S. Typhimurium 14028s pSLT— donada por el Dr. Josep
Casadesus de la Universidad de Sevilla, Espafia.

Las cepas de Escherichia coli (E. coli) utilizadas fueron E. coli H10407 y E. coli
EDL933, ambas donadas por el Dr. Roberto Vidal de la Universidad de Chile.

Los plasmidos pKD3, pKD4 y pKD46 fueron obtenidos desde el E. coli Genetic
Resources at Yale CGSC, The Coli Genetic Stock Center. El plasmido pCLF1 fue
donado por el Dr. Carlos Santiviago.

La descripcion de cepas y plasmidos se encuentra detallada en la Tabla 2.1.

2.1.2 Biologia Molecular

Para la extraccion de ADN gendmico (ADNg) se utilizd: SDS, TRISbase,
EDTA, Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico (Winkler), Proteinasa K y RNasa (US
Biological), Etanol e Isopropanol (Merck). Los reactivos de PCR convencional

utilizados fueron: Tag DNA polimerasa, tampones de reaccion, MgCl2 y dNTPs
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(Invitrogen), las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Axygen Maxygene
Gradient Thermal Cycler.

Para la extraccion plasmidial se utilizd el kit de extraccion Wizard Plus SV
Miniprep de Promega. Para la resolucion de los productos de PCR y ADN plasmidial
se utiliz6 agarosa grado Biologia Molecular (Lafken) y como marcador de peso
molecular de ADN se usoO estandar de 1 kb de Fermentas, ademas de camara de
geles BioRad, fuente de poder BioRad PowerPac Basic y transiluminador UV UVP
inc TM-36.

Para realizar transformaciones bacterianas se utilizaron cubetas de

electroporacién (Invitrogen), solucion de glicerol 10% (Winkler) y filtros para

microdialisis de ADN de 0,025um tamarfio de poro (Millipore).

Tabla 2.1. Descripcién de cepas, plasmidos y fagos utilizados.

Cepas Genotipo relevante Referencia
Salmonella enterica

S. Enteritidis PT4 Cepa de referencia NCTC 13349 (32)

S. Enteritidis PT1 Aislado clinico, cepa wild type (37)

S. Enteritidis PT1 ROD21::aph

Cepa de S. Enteritidis marcada con el gen aph
entre los ORF SEN1975-SEN1976

Este trabajo

S. Enteritidis PT1 AROD21
putA::cat

Cepa de S. Enteritidis que ha perdido ROD21
de forma espontanea y que ha sido marcada
con el gen cat rio abajo del gen putA

Este trabajo

S. Enteritidis PT1 pBAD-SEN1998

Cepa de S. Enteritidis con plasmido pBAD-
SEN1998

(38)

S. Enteritidis PT1 ROD21::aph
pBAD-SEN1998

Cepa de S. Enteritidis con gen aph entre los
ORF SEN1975-SEN1976 y con plasmido
pBAD-SEN1998

Este trabajo

S. Typhimurium 14028s

Cepa de referencia ATCC, wild type

(39)

S. Typhimurium 14028s putA::cat

Cepa de S. Typhimurium marcada con el gen
cat rio abajo del gen putA

Este trabajo

S. Typhimurium 14028s pSLT—

Cepa de S. Typhimurium que carece del
plasmido de virulencia pSLT

(40)
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Escherichia coli

H10407

Aislado clinico patotipo ETEC, cepa wild type

(41)

H10407 putA::cat

Cepa de E. coli marcada con el gen cat rio
abajo del gen putA

Este trabajo

EDL933

Aislado clinico patotipo EHEC, cepa wild type

(42)

EDL933 putA::cat

Cepa de E. coli marcada con el gen cat rio
abajo del gen putA

Este trabajo

Plasmidos Genotipo relevante Referencia

pKD3 Contiene el gen cat flanqueado por secuencias (43)
FRT

pKD4 Contiene el gen aph flanqueado por secuencias (43)
FRT

pCLF1 Contiene el gen dhfr flanqueado por secuencias GenBank:
FRT HMO047090.1

pKD46 Contiene el gen de la recombinasa del fago (43)
Lambda

Fagos Origen, caracteristica relevante Referencia

P22 HT105/1 int-201 Derivado del fago P22, con alta frecuencia de (44)
transduccion

P22H5 Derivado litico del fago P22, mutante para la (44)

proteina c2
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2.2 Métodos

2.2.1 Condiciones de cultivo

Todas las cepas bacterianas fueron cultivadas en medio Luria-Bertani (LB) a
37°C en un agitador orbital a 130 rpm (Lab-line environ shaker) hasta alcanzar fase

estacionaria, entre 15y 17 h.

2.2.2 Cultivos bacterianos

Los cultivos bacterianos se realizaron en medio de cultivo liquido y sélido Luria
Bertani (LB), el que fue preparado de acuerdo a las instrucciones del proveedor (MO
BIO). Para seleccionar bacterias dadoras, receptoras y transconjugantes, se utilizé
medio LB solido o liquido suplementado con kanamicina (50 pg/mL), cloranfenicol
(10 pg/mL) y con ambos antibioticos a la vez, respectivamente, preparados segun las

indicaciones del proveedor (Calbiochem).

2.2.3 Insercion de genes de resistencia mediante doble recombinacion
homoéloga

Para generar la cepa dadora resistente a kanamicina y las distintas cepas
receptoras, resistentes a cloranfenicol o trimetoprim, se utilizé la técnica descrita por
Datsenko y Wanner (43). Mediante PCR se amplifico el gen de resistencia con los
partidores detallados en la Tabla 2.3, desde los plasmidos pKD3 (gen cat), pKD4
(gen aph) o pCLF1 (gen dhfr). Paralelamente, se transform6 mediante
electroporacién la cepa S. Enteritidis PT4, E. coli H10407, E. coli EDL933 o

S. Typhimurium, segun corresponda, con el plasmido pKD46. Luego, se
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electroporaron los productos de PCR, de forma independiente, en cepas
transformadas con el plasmido pKD46.

Finalmente, las bacterias fueron cultivadas en agitacion, por 3 h a 37°C en 2
mL de medio LB y sembradas en medio agar LB, suplementado con kanamicina
(50 pg/ml), cloranfenicol (10 pg/mL) o trimetoprim (20 pg/mL), segun corresponda.
Para verificar la insercion del gen, se realizo amplificacibon mediante PCR con
partidores que hibridan en regiones externas al inserto y al interior de este,

resultando una reaccion positiva sélo si el gen se encuentra en la posicidn correcta.

2.2.4 Transduccidén de genes de resistencia a cepas de S. Enteritidis PT1

Las inserciones cromosomales de genes que confieren resistencia a
antibidticos para cepas de S. Enteritidis se realizaron en la cepa de referencia NCTC
13349 (PT4) y posteriormente se traspasé el gen a la cepa PT1l mediante
transduccion generalizada con el uso del fago P22 HT105/1 int-201, debido a que
esta cepa corresponde a un aislado clinico y no fue posible realizar inserciones
cromosomales directamente. Para realizar el lisado, se crecio la cepa PT4 marcada
en 10 mL junto con 100 pL del fago P22 hasta ODe0o0=0,6. Posteriormente, se
centrifugd el cultivo por 5 min a 15.000 rpm (HITACHI CT15RE), se recuperé el
sobrenadante y se filtr6 en filtro 0,2 um de tamafio de poro, se agregd 200 pL de
cloroformo y se almaceno a 4°C. Se creci6 cultivos de la cepa PT1, receptora de la
marca, en 2 mL de medio LB liquido en agitacion a 37°C, se tomo6 100 pL del cultivo
y se mezclé con 30 L del lisado obtenido anteriormente, se incubd por 10 min a
37°C y se agreg6 900 pL de medio LB, luego se incubd por 15 min a 37°C y se

sembré 100 pL en el antibiético correspondiente. Se verificO que las colonias
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obtenidas no fueran pseudoliségenas mediante infeccion con el fago P22H5. Las
colonias sensibles al fago P22H5 fueron analizadas mediante PCR para comprobar

la correcta insercion de los genes transducidos (Protocolo modificado de (45).

2.2.5 Transferencia de ROD21 en medio liquido

En estos experimentos, la cepa dadora y las distintas receptoras fueron crecidas en
sSus respectivos antibioticos, hasta fase estacionaria en medio LB y lavadas dos
veces con PBS (NaCl 0,14 M, KH2PO4 1,47 mM, Naz2HPO4 7,81 mM, KCI 2,68 mM).
Posteriormente, a 4,5 mL de medio LB liquido se agregé 150 uL del cultivo que
contenia la cepa dadora y 450 pL del cultivo que contenia la cepa receptora y se
incub6 a 37°C por 4h. Finalmente, se realiz6 recuento de dadoras, mediante
diluciones seriadas a partir de la mezcla de cultivos hasta la dilucién 1/1.000.000, de
la cual se sembraron alicuotas de 100uL en agar LB suplementado con kanamicina
(50ug/mL) y de transconjugantes (siembra directa), sembradas en kanamicina
(50 pg/mL) mas cloranfenicol (10 pg/mL) o kanamicina (50 pg/mL) mas trimetoprim
(20 pg/mL), segun corresponda. La frecuencia de transferencia es calculada
dividiendo el nimero de transconjugantes por mL por el nimero de dadoras viables
en la mezcla al final de las 4 h de incubacion. Los recuentos de colonias son

realizados con un contador digital (Stuart Scientific — Inglaterra).

2.2.6 Tratamientos con H202, temperaturay pH
Se utiliz6 la metodologia descrita en el punto 2.2.5 para ensayos de
transferencia en medio liquido y se realizo distintos tratamientos de incubacion. Para

determinar el efecto del estrés oxidativo en la transferencia de ROD21, se utilizd una
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concentracion final de 0,25 mM de H202 (10 veces bajo la concentracion minima
inhibitoria). Para analizar el efecto de la temperatura, se incub6 a 23°C y 43°C vy,
finalmente, para evaluar el efecto del pH, se utilizé LB ajustado a pH = 5, ya que a

valores menores de pH no se obtuvo crecimiento bacteriano.

2.2.7 Transferencia de ROD21 en filtro

Para determinar si la transferencia de ROD21 ocurre mediante conjugacion, se
realizaron ensayos de transferencia en filtro, como se describié anteriormente (45).
La cepa dadora y las distintas receptoras son cultivadas en sus respectivos
antibioticos hasta fase estacionaria en medio LB y lavadas dos veces con PBS.
Posteriormente, se mezclaron 0,6 mL de la cepa dadora y 1,8 mL de la cepa
receptora y se pasaron a través de un filtro de 0,2 puL de tamafio de poro (Millipore),
el cual es incubado por 4 h a 37°C en agar LB. Finalmente, se recuperaron las
bacterias desde el filtro y de la superficie del agar LB y se realizé6 recuento de

dadoras y transconjugantes, del mismo modo que el punto 2.2.5.

2.2.8 Transferencia de ROD21 mediante transformacion natural, utilizando
concentraciones conocidas de ADN

Para determinar si existe transferencia de ROD21 mediante transformacion
natural, se realizo purificacion de ADN gendmico total de la bacteria dadora, segun lo
descrito en el punto 2.2.10, se realiz0 incubaciones de las bacterias receptoras con
1ng, 10ng, 100ng o 1pug de ADN de la bacteria dadora y se realizaron ensayos de

transferencia en medio liquido, co-incubando las distintas concentraciones de ADN
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con las distintas cepas receptoras en ensayos independientes. Finalmente, se realizé

recuentos de dadoras y transconjugantes segun se detalla en el punto 2.2.5.

2.2.9 Determinacion de la transferencia de ROD21 mediante transduccion

Para determinar si hay transferencia de ROD21 mediante un proceso de
transduccion a partir de fagos presentes en el sobrenadante de la cepa dadora, se
filtr6 la cepa dadora crecida en fase estacionaria en un filtro de 0,2 um, se agrego
cloroformo para eliminar las bacterias residuales y 10 unidades de RQ1 DNase
(Promega). 150 pyL de este sobrenadante asi tratado es incubado con las distintas

cepas receptoras, en ensayos independientes, como se describe en el punto 2.2.5.

2.2.10 Extraccion de ADN de bacterias

Para la extraccion de ADN genomico (ADNg), se centrifugaron los cultivos
bacterianos a 6.000 rpm por 5 min. El pellet obtenido es resuspendido en 570 uL de
buffer TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM). Se agreg6 10 uL de Proteinasa K
(10 mg/mL), 5 uL de RNasa (10 mg/mL) y 30 uL de SDS al 10 %. La mezcla se agitd
y se incub6 por 1h a 37°C. Luego, se agregd un volumen de la mezcla
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se agitd por inversion y se centrifugo
por 5 min a 15.000 rpm. Se rescato la fase acuosa (superior) en un tubo limpio y se
repitic la extraccion fendlica hasta obtener una fase acuosa transparente.
Posteriormente, se agregaron 0,6 volimenes de isopropanol y 0,1 volumenes de

acetato de sodio 3M, la mezcla se agito por inversion y se dejo precipitando el ADN

26



por 20 min a temperatura ambiente. Se centrifugd por 10 min a 15.000 rpm y se
elimind el sobrenadante por aspiracion. El sedimento se lavé con 200 uL de etanol
frio al 70 %, se centrifugdé por 10 min a 15.000 rpm, se elimin6 el sobrenadante por
aspiracion y se dej0 secar a temperatura ambiente. Finalmente, el ADN se
resuspendid en un volumen de 50 pL de agua libre de nucleasas (Invitrogen) y se
mantuvo a -20°C hasta el momento de su uso.

Para la extraccion de ADN plasmidial, se utilizé6 el kit Wizard® Plus SV

Minipreps DNA Purification de Promega, segun las instrucciones del fabricante.

2.2.11 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones se realizaron utilizando la siguiente mezcla de reaccion: Buffer
1X PCR, 1 pmol/uL de cada partidor; 0,2 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP y
dTTP); 1,5 mM MgClz; 0,25 unidades/pL de Taq polimerasa y = 1 ng/puL de ADN. El
programa de PCR utilizado se muestra en la Tabla 2.2 y los partidores utilizados se

indican en la Tabla 2.3.

Tabla 2.2. Programa de PCR utilizado.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo N° ciclos
Desnaturacion inicial 95 10 min 1
Desnaturacion 95 40's
Alineamiento 56-65 40 s 35
Elongacién 72 1-2,5 min
Elongacién final 72 10 min 1

Se realizaron variaciones segun la temperatura de alineamiento de cada partidor y
el tiempo de elongacién segun el tamafio del amplificado.
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Tabla 2.3. Partidores y sondas utilizados para verificar genotipo y realizar insercion de genes. *La
pareja de partidores putAP Fw-Rev se utilizd para amplificar la region de insercion del gen cat en E.
coli (Ec), S. Typhimurium (STm) y S. Enteritidis (SEn). Se indica el tamafio esperado para la region sin
inserto (-) y con inserto (+). **Los primeros 40 pb de estos partidores hibridan en el cromosoma de la
bacteria y los 20 dltimos (en negrita) hibridan en los plasmidos pKD3 y pKD4, desde donde se
amplificé la secuencia de los genes cat y aph, respectivamente.

Tamafio
Nombre del partidor Secuencia
amplicén (pb)
SEN 1968 Fw GACGGAAATCTTTTCGCCTG
SEN 1970 (integrase) Rev CGGCGTAATCTTCTGACCAT o
SEN 1999 Fw CAGCAAGACCCTGCCAGAGT
SEN 2001 Rev AGTGGGCTTATTGGGATCGG -
SEN yeeO Fw TCATAATCACCAGCGACTGG
SEN 2013 Rev CGCTCCAGCACCTCATTAAC o0
1044 Ec-
putAP Fw* ATGTGACCTGCGTTGCAAGC 1958 Ec+
1030 STm-
1838 STm+
putAP Rev* GCCCCTTGAGCATGTCGACA 1030 SEn-
1943 SEn+
SEN1975 Fw TTCTGATGAGCAGCGTAAAGAGGC 1099 SEn-
SEN1976 Rev TGGTGGTGGAAAGAATGATCACTT 2469 SEn+
LepA Gifsy-1 Fw GCCCAGGTAGTTATCGAACCAGGA
GogB Gifsy-1 Rev GGTTTGATGTCGCCTCGTTACT o
Partidores utilizados para insertar genes en el cromosoma bacteriano
putAP::Cm (H1+P1)**  AAATTGTTAAAAAAAGAAAGAGGGAGTCTGACGGG
GAAAAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
1094

PutAP::Cm (H2+P2)** TCACAATCGATTTAACACACCATTTACATCAAATTTG

ATTTCCATATGAATATCCTCCTT
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EHEC-ETEC putAP::Cm

TGTTAATAAAAGAAATCGATATGACAGGGATTAAAA

(H1+P1)** AAATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
EHEC-ETEC putAP::Cm ATTCACAATCGATTTAACACACCATTTACATTAAATT 1088
(H2+P2)** TTACCATATGAATATCCTCCTTA
ROD21::kan (H1+P1)* GGAACTCTCCATTGGAGAGAATACATATCACTTGG
GAAAAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
ROD21:kan (H2+P2)**  ATGTTTGTGTTTAAACATTATAATAAAATTTAACTTTT 1958
AACCATATGAATATCCTCCTTA
STM 14028 putAP::Cm  AAAAGGTGCAACCGCAAAAAATGTGAGAGAGTGCA
(H1+P1)** ACCTGAACTTCATTTAAATGGCGCG
STM 14028 putAP::Cm  CGTGGCAAGGGTGTTATGTTTACCAGGGCGACCGT .
(H2+P2)** ATCCTGGCGCGCCTACCTGTGACGG
SEN 1970 (H1+P1)** ATGCTGGTAAAGCTGGTTCGATTTGTGTTTTACCAG
CACGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
asnT — SEN 1970 TTGTTTCTGAGCAAACTCAAACGGCCTGACCATCTC oo
(H2+P2)** ATACCATATGAATATCCTCCTTA
STM_phoN_tmtp CAGACCGGTTTTACCGCTTCAGCCGGACAACGACG
(H1+P1)** TCATGTCAAGATCCCCTCACGCTGC
STM_phoN_tmtp GCGGCCGGGCGTGGAGAATGCCTTTGGTTTCCCC aad
(H2+P2)** GATTCGAGAGCGCTTTTGAAGCTGGG
Partidores y sondas para detectar attB
attB1-nested-RT-Fw GTTACTATGCGCCCCGTTCACAC
attB1-nested-RT-Rev CCGATTAAGCCCCAAAAACTATG -
rpoD-RT-Fw GTTGACCCGGGAAGGCGAAA
rpoD-RT-Rev CAGAACCGACGTGAGTTGCG et
attB-1 probe TTCGAGTCCAGTCAGAGGA -
rpoD probe CGACATCGCTAACG -
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2.2.12 Ensayos de virulencia en ratones infectados con Salmonella

Para evaluar la virulencia de la cepa S. Typhimurium que adquiri6 ROD21, en
comparacion a la cepa wild type, se infectaron grupos de 4 ratones machos C57BL/6
(5-6 semanas de edad). Se crecieron las bacterias en medio LB a 37°C hasta
alcanzar ODsoo = 0,6 y se centrifug6 el volumen de cultivo bacteriano que contenia
1x10° UFC a 10.000 x g durante 5 minutos. El pellet bacteriano se resuspendié en
200 pl de PBS y se utilizé para infectar ratones intragastricamente. Se realizaron
diluciones seriadas del in6culo bacteriano para corroborar la dosis infectiva. Después

de la infeccién, la tasa de supervivencia se registré diariamente.
2.2.13 Andlisis estadisticos

Para todos los ensayos se realizaron 3 muestras independientes (n = 3). Los
resultados obtenidos fueron comparados utilizando el analisis de varianza (ANOVA)
0 prueba t de Student, segun corresponda, utilizando un nivel de significancia de

p<0,005.
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3 RESULTADOS

3.1 Generacidon de una cepa de S. Enteritidis dadora de ROD21

Para determinar si ROD21 es capaz de transferirse a bacterias receptoras, se
generd una cepa dadora de la isla de patogenicidad mediante la insercion del gen
aph en una region interna de la isla de patogenicidad, especificamente entre los ORF
SEN1975 y SEN1976. El gen aph codifica la enzima aminoglicésido fosfotransferasa
y otorga a la bacteria resistencia a kanamicina. Esto fue realizado mediante insercion
cromosomal, como se detalla en el punto 2.2.3., en una primera instancia en la cepa
S. Enteritidis PT4, para luego transducir la marca a la cepa S. Enteritidis PT1.
Mediante esta metodologia se obtuvo exitosamente la cepa
S. Enteritidis PT1 ROD21::aph (Figura 3-1). Al utilizar partidores que hibridan en
regiones externas e internas del inserto, segin se muestra en el esquema de la
Figura 3-1 A, se obtienen productos de PCR especificos que indican que la insercién
del gen aph ha sido correcta (Figura 3-1 C). Lo contrario ocurre al comparar con la
cepa wild type (Figura 3-1 B), donde se obtiene reaccidon positiva sélo cuando se
utilizan los partidores SEN1975 Fw y SEN1976 Rev, en el carril 1, pero de menor

tamafo que la cepa generada (Figuras 3-1 By 3-1 C).
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Figura 3-1. Obtencién de la cepa dadora S. Enteritidis PT1 ROD21::aph. A) Esquema de la regién
de insercion del gen aph entre los ORF SEN1975 y SEN1976 de ROD21 y la ubicacién de los
partidores utilizados para verificar la insercién del gen. Se muestran los geles de agarosa donde se
resuelven los productos de PCR para verificar el genotipo de la cepa S. Enteritidis PT1 wild type (B)
en comparacion a la cepa generada S. Enteritidis PT1 ROD21::aph (C). St: Estandar de peso
molecular 1 kb, 1: Amplificacion con partidores que hibridan en regiones externas y que flanquean la
regién de insercién (SEN 1975 Fw — SEN 1976 Rev). Amplicones de 1.099 pb para la cepa wild type y
2.469 pb para cepa marcada. 2: Amplificacion con mezcla de partidores para verificar direccionalidad
del inserto (SEN1975 Fw - ROD21::kan (H2+P2)). Amplicon de 2.388 pb para cepa marcada y sin
producto para cepa wild type. 3: Amplificacion con mezcla de partidores para verificar direccionalidad
del inserto (ROD21::kan (H1+P1) - SEN1976Rev). Amplicn de 1.638 pb para cepa marcada y sin
producto para cepa wild type.
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3.2 Generacion de una cepa de S. Enteritidis receptora de ROD21

En el laboratorio se gener6 una cepa de S. Enteritidis que perdio
espontaneamente ROD21 mediante escision por recombinacion de asnT-2 y asnT-3
(Figura 1-1) (37). Esta cepa se convierte en receptora de la isla, por lo que se le
agregd un marcador de seleccion rio abajo del gen putA, ya que se ha descrito
anteriormente en Salmonella que no afecta la virulencia de la bacteria (46). Este
marcador es el gen cat, que codifica la enzima cloranfenicol acetiltransferasa y que
otorga resistencia a cloranfenicol. Esto se realiz6 mediante insercibn cromosomal por
doble recombinacion homdloga, segun esta descrito en el punto 2.2.3. Mediante esta
metodologia, se obtuvo exitosamente la cepa S. Enteritidis PT1 AROD21 putA::cat
(Figura 3-2). Al utilizar partidores que hibridan en regiones externas e internas del
inserto, segun se muestra en el esquema de la Figura 3-2 A, se obtienen productos
de PCR especificos que indican que la insercién del gen cat ha sido correcta (Figura
3-2 C), lo contrario ocurre al comparar con la cepa wild type (Figura 3-2 B), donde se
obtiene reaccién positiva sélo cuando se utilizan los partidores putAP Fw y putAP
Rev, en el carril 1, pero de menor tamafio que la cepa putA::.cat generada (Figuras 3-

2By3-2C).
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Figura 3-2. Generacién de cepa receptora S. Enteritidis PT1 AROD21 putA::cat. A) Esquema de
la cepa S. Enteritidis PT4 mostrando ROD21 (Extremo lzquierdo (El), Extremo Derecho 1 (ED1) y
Extremo Derecho 2 (ED2)) y la region de ubicacion de los genes putA y putP B) Esquema de la
region de insercion del gen cat, entre los genes putA y putP y la ubicacion de los partidores utilizados
para verificar la insercion del gen. Se muestran los geles de agarosa donde se resuelven los
productos de PCR para verificar el genotipo de la cepa S. Enteritidis PT1 wild type (C) en comparacion
a la cepa S. Enteritidis PT1 AROD21 putA::cat (D). St: Estandar de peso molecular 1 kb, 1:
Amplificaciéon de E1 de ROD21 (SEN1968 Fw — SEN 1970 (integrase) Rev). Amplicon de 762 pb para
cepa wild type y sin producto para cepa receptora S. Enteritidis AROD21 putA::cat. 2: Amplificacién de
ED1 de ROD21 (SEN1999 Fw — SEN2001 Rev). Amplicon de 914 pb para cepa wild type y sin
producto para cepa receptora. 3: Amplificacién de ED2 de ROD21 (SEN yeeO Fw — SEN2013 Rev).
Amplicén de 903 pb para cepa wild type y sin producto para cepa receptora. 4. Amplificacion de
secuencia de escision (attB) de ROD21 (SEN1968 Fw — SEN2013 Rev). Amplicon de 762 pb para
cepa receptora y sin producto para cepa Wt. 5: Amplificacion con partidores que hibridan en regiones
externas y flanquean la region de insercion del gen cat (putAP Fw — putAP Rev). Amplicones de 1.014
pb para cepa wild type y 1.940 pb para cepa marcada. 6: Amplificacién con mezcla de partidores para
verificar direccionalidad del inserto (putAP Fw - putAP::Cm (H2+P2)). Amplicén de 1.126 pb para cepa
marcada y sin producto para cepa wild type. 7: Amplificacién con mezcla de partidores para verificar
direccionalidad del inserto (putAP::Cm (H1+P1) — putAP Rev). Amplicén de 1.911 pb para cepa
marcada y sin producto para cepa wild type.
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3.3 Generacion de una cepa de S. Typhimurium receptora de ROD21

ROD21 es una isla de patogenidad presente en diversos serovares de S.
enterica, como Enteritidis, Dublin y Gallinarum, por lo tanto, otros serovares también
podrian ser receptores de esta isla. Dado que la organizacion genética de los genes
que codifican tRNA de asparragina (asnT-tRNA) en el genoma del serovar
Typhimiurium es idéntica a la de S. Enteritidis y sus secuencias nucleotidicas
comparten 100% de identidad (Figura 3-4), se evalué la posibilidad que ROD21 sea
transferida desde S. Enteritidis a S. Typhimurium. Para abordar este objetivo, se
insertd el gen cat entre los genes putA y putP en el genoma de S. Typhimurium
14028s, tal como se detalla en la seccion 2.2.3. Se obtuvo de esta forma la cepa S.
Typhimurium putA::cat (Figura 3-3). Al utilizar partidores que hibridan en regiones
externas e internas del inserto, segun se muestra en el esquema de la Figura 3-3 A,
se obtienen productos de PCR especificos que indican que la insercién del gen cat
ha sido correcta (Figura 3-3 B). Lo contrario ocurre al comparar con la cepa wild type
(Figura 3-3 C), donde se obtiene reaccion positiva s6lo cuando se utilizan los
partidores putAP Fw y putAP Rev, en el carril 1, pero de menor tamafio que la cepa

generada (Figuras 3-3 By 3-3 C).

35



A)

putAP Rev
«

o S —
STM 14028 TM 14028
putAP::Cm putAP::Cm

(H1+P1) (H2+P2)
B) S. Typhimurium 14028s C) S. Typhimurium 14028s putA::cat
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Figura 3-3. Generacién de cepa receptora S. Typhimurium 14028s putA::cat. A) Esquema de la
organizacion génica de los asnT-tRNA en S. Typhimurium, la regién de insercién del gen cat rio abajo
del gen putA y la ubicacién de los partidores utilizados para verificar la insercién del gen. Se muestran
los geles de agarosa donde se resuelven los productos de PCR para verificar el genotipo de la cepa
S. Typhimurium 14028s wild type (B) en comparacion a la cepa S. Typhimurium 14028s putA::cat
generada (C). St: Estdndar de peso molecular 1 kb, 1. Amplificacion con partidores que hibridan en
regiones externas y flanquean la region de insercién (putAP fw — putAP Rev). Amplicones de 1.030 pb
para cepa wild type y 1.838 pb para cepa marcada. 2: Amplificaciéon con mezcla de partidores para
verificar direccionalidad del inserto (putAP Fw - STM 14028 putAP::Cm (H2+P2)). Amplicon de 1.079
pb para cepa marcada y sin producto para cepa wild type. 3: Amplificacion con mezcla de partidores
para verificar direccionalidad del inserto (STM 14028 putAP::Cm (H1+P1) — putAP Rev). Amplicon de
1.727 pb para cepa marcada y sin producto para cepa wild type.
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3.4 Generacion de cepas de E. coli receptoras de ROD21

La organizacion génica de los genes que codifican asnT-tRNA en las cepas E.
coli H10407 y E. coli EDL933 es similar a la que posee S. Enteritidis y la secuencia
nucleotidica de estos son 100% idénticos (Figura 3-4). Ademas de lo anterior, la
cercania filogenética que tienen estas bacterias hace suponer que E. coli H10407 y
E. coli EDL933 podrian ser receptoras de ROD21. Para determinar si estas cepas de
E. coli podrian ser receptoras naturales de la isla de patogenicidad, se insert6 el gen
cat rio abajo del gen putA, de la forma descrita en el punto 2.2.3, en el cromosoma
de las cepas de E. coli. Finalmente, se obtuvieron las cepas E. coli H10407 putA::cat
(Figura 3-5) y E. coli EDL933 putA::cat (Figura 3-6). Al utilizar partidores que hibridan
en regiones externas e internas del inserto, segin se muestra en esquemas de las
Figuras 3-5 Ay 3-6 A, se obtienen productos de PCR especificos que indican que la
insercion del gen cat ha sido correcta (Figura 3-5 C y 3-6 C). Lo contrario ocurre al
comparar con la cepa wild type (Figura 3-5 B y 3-6 B), donde se obtiene reaccién
positiva s6lo cuando se utilizan los partidores putAP Fw y putAP Rev, en el carril 1,

pero de menor tamafio que la cepa generada (Figuras 3-5By Cy 3-6 By C).

(1) 1 10 20 30 40 50 60 76

S. Enteritidis asnT-tRNA (1) TCCTCTGTAGTTCAGTCGGTAGAACGGCGGACTGTTAATCCGTATGTCACTGGTTCGAGTCCAGTCAGAGGAGCCA
S. Typhimurium asnT-tRNA (1) TCCTCTGTAGTTCAGTCGGTAGAACGGCGGACTGTTAATCCGTATGTCACTGGTTCGAGTCCAGTCAGAGGAGCCA
E. coli 0157:H7 asnT-RNA (1) TCCTCTGTAGTTCAGTCGGTAGAACGGCGGACTGTTAATCCGTATGTCACTGGTTCGAGTCCAGTCAGAGGAGCCA
E. coli H10407 asnT-RNA (1) TCCTCTGTAGTTCAGTCGGTAGAACGGCGGACTGTTAATCCGTATGTCACTGGTTCGAGTCCAGTCAGAGGAGCCA

Figura 3-4: Secuencias nucleotidicas de asnT-tRNA de S. Enteritidis PT4, S. Typhimurium
14028s, E. coli EDL933 y E. coli H10407. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los asnT-
tRNA de la cepa dadora y las distintas cepas receptoras.
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Figura 3-5. Generacion de cepa receptora E. coli H10407 putA:.cat. A) Esquema de la
organizacion génica de los asnT-tRNA en E. coli H10407, la regién de insercion del gen cat rio abajo
del gen putA y la ubicacién de los partidores utilizados para verificar la insercién del gen. Se muestran
los geles de agarosa donde se resuelven los productos de PCR para verificar el genotipo de la cepa
E. coli H10407 wild type (B) en comparacion a la cepa E. coli H10407 putA::cat generada (C).
St: Estandar de peso molecular 1 kb, 1. Amplificacién con partidores que hibridan en regiones
externas y flanquean la region de insercion (putAP Fw — putAP Rev). Amplicones de 1.044 pb para
cepa wild type y 1.958 pb para cepa marcada. 2: Amplificacién con mezcla de partidores para verificar
direccionalidad del inserto (putAP Fw - EHEC-ETEC putAP::Cm (H2+P2)). Amplicén de 1.356 pb para
cepa marcada y sin producto para cepa wild type. 3: Amplificacién con mezcla de partidores para
verificar direccionalidad del inserto (EHEC-ETEC putAP::Cm (H1+P1) — putAP Rev). Amplicon de
1.696 pb para cepa marcada y sin producto para cepa wild type.

38



9, Y %
“9) 2 J"))\ ’))&
4 < PULAP Fw (ﬂmp Rev
-

EHEC-ETEC putAP::Cm HEC-ETEC putAP::Cm
(H1+P1) (H2+P2)

B) s C)

E. coli EDL933 E. coli EDL933 putA::cat
St 1 2 3 st 1 2 3

Figura 3-6. Generacion de cepa receptora E. coli EDL933 putA::cat. A) Esquema de la
organizacion génica de los asnT-tRNA en E. coli EDL933, la region de insercién del gen cat rio abajo
del gen putA y la ubicacién de los partidores utilizados para verificar la insercién del gen. Se muestran
los geles de agarosa donde se resuelven los productos de PCR para verificar el genotipo de la cepa
E. coli EDL933 wild type (B) en comparacion a la cepa E. coli EDL933 putA:.cat generada (B).
St: Estandar de peso molecular 1 kb, 1. Amplificacién con partidores que hibridan en regiones
externas y que flanquean la regién de insercién (putAP Fw — putAP Rev). Amplicones de 1.044 pb
para cepa wild type y 1.958 pb para cepa marcada. 2: Amplificacion con mezcla de partidores para
verificar direccionalidad del inserto (putAP Fw - EHEC-ETEC putAP::Cm (H2+P2)). Amplicon de 1.356
pb para cepa marcada y sin producto para cepa wild type. 3: Amplificacién con mezcla de partidores
para verificar direccionalidad del inserto (EHEC-ETEC putAP::Cm (H1+P1) — putAP Rev). Amplicén de
1.696 pb para cepa marcada y sin producto para cepa wild type.
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3.5 Transferencia de ROD21 a cepas de Salmonella receptoras

Para determinar si ROD21 es capaz de transferirse desde la cepa dadora
S. Enteritidis ROD21::aph a las cepas receptoras S. Enteritidis AROD21 putA::cat y
S. Typhimurium putA::cat, y determinar la frecuencia de este evento, se realizaron
ensayos de transferencia en medio LB liquido, segun se describe en el punto 2.2.5

de Materiales y Métodos.

Luego de 4 h de co-incubacion entre la cepa dadora y las receptoras, en
ensayos independientes, se logré obtener colonias resistentes a los antibioticos
kanamicina y cloranfenicol de forma simultanea, sugiriendo que efectivamente la isla
de patogenicidad ROD21 puede ser transferida a S. Enteritidis y S. Typhimurium. Los
resultados obtenidos a partir de cuatro experimentos independientes, indican que en
estas condiciones la frecuencia de aparicion de cepas de S. Enteritidis resistentes a
los dos antibidticos es de 1 por cada 7.000.000 de bacterias dadoras
aproximadamente, mientras que la frecuencia de aparicion de cepas de
S. Typhimurium resistente a los dos antibi6ticos es de 1 por cada 35.000.000 de
dadoras. Para verificar que las bacterias resistentes a ambos antibiéticos eran
efectivamente bacterias transconjugantes, se analizé la presencia de ROD21 y de los
marcadores de seleccion mediante PCR en las colonias obtenidas. Se verificd la
presencia de ROD21 amplificando el extremo izquierdo (El), extremo derecho uno
(ED1) y extremo derecho dos (ED2) y los genes que otorgan resistencia a
kanamicina (aph) y cloranfenicol (cat), mediante partidores que hibridan en zonas
externas al sitio de insercion de ROD21 o del gen cat en el cromosoma bacteriano

(Figura 3-7). Para las cepas de S. Typhimurium resistentes a kanamicina y
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cloranfenicol, se amplificoO una region del cromosoma presente sélo en este serovar
(el extremo izquierdo del fago Gifsy-1), para descartar que las cepas resistentes a
kanamicina y cloranfenicol obtenidas se hayan generado por transferencia del gen de
cat desde S. Typhimurium a S. Enteritidis y no por la transferencia de ROD21 desde
S. Enteritidis a S. Typhimurium (Figura 3-7. E, F, G). Como se observa en la Figura
3-7, las cepas resistentes a ambos antibioticos efectivamente adquirieron las islas de
patogenicidad ROD21 que posee el gen aph, sugiriendo que las bacterias obtenidas
en los ensayos de co-incubacién corresponden a cepas transconjugantes. Estos
ensayos ademas sugieren que la cepa dadora de S. Enteritidis transfiere el elemento
episomal generado por la escision de tipo 2 (Figura 1-1) a las cepas receptoras de
S. Enteritidis, ya que se logré amplificar desde el genoma de las bacterias

transconjugantes el extremo derecho 2 (ED2 en la Figura 3-7).

Para calcular la frecuencia de transferencia, se dividio el recuento de colonias
con resistencia doble en 1mL (kan® — cmR) por el nimero de colonias resistentes a

kanamicina (dadoras) (Figura 3-9).
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Figura 3-7. Genotipo de bacterias que han adquirido ROD21. A) Esquema del genotipo de cepas
resistentes a kanamicina y cloranfenicol y la ubicacion de partidores para verificar genotipo. Se
muestran geles de agarosa donde se resuelven productos de PCR donde se amplificaron marcadores
de la presencia de ROD21 (El, ED1, ED2) y de los genes que otorgan resistencia a kanamicina (aph)
y cloranfenicol (cat) en S. Enteritidis (B) y S. Typhimurium (C). St: Estandar de peso molecular 1 kb,
El: Amplificacién de extremo lzquierdo de ROD21 (SEN1968 Fw — SEN1970 (int) Rev). Amplicén de
1.011 pbh. ED1: Amplificacién de extremo derecho uno (SEN1999 Fw — SEN2001 Rev). Amplicén de
914 pb. ED2: Amplificacién de extremo derecho dos (ED2) (SEN yeeO Fw — SEN2013 Rev). Amplicon
de 903 pb. aph: Amplificacion de gen aph (SEN1975 Fw — SEN1976 Rev). Amplicon de 2.469. cat:
Amplificacion de gen cat (putAP Fw — putAP Rev). Amplicén de 1.943 pb y 1.838 pb, para
S. Enteritidis y S. Typhimurium marcadas, respectivamente. EIG1: Extremo izquierdo de Gifsy-1
(EIG1) (gogB Gifsy-1 Fw — LepA Gifsy-1 Rev). Amplicén de 1.110 pb para cepas de S. Typhimurium.
Se muestra un gel de agarosa representativo de los clones analizados en cada caso.
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Para determinar cual elemento episomal es transferido e integrado desde
S. Enteritidis a S. Typhimurium, se amplificé una region de ADN rio abajo de la
secuencia directa repetida, que esta incluida en el elemento episomal producido por
la escisidon de tipo 2 (escision entre asnT-2 y asnT-3) (Figura 1-1). Esta region es
compartida entre S. Enteritidis y S. Typhimurium; sin embargo, en esta region existe
un fragmento de 50 pb que se encuentra presente sélo en S. Enteritidis. Esta
secuencia permite discriminar si este fragmento de ADN adquirido por
S. Typhimurium proviene de S. Enteritidis 0 no en las cepas transconjugantes. Para
evaluar esto, se amplificé esta region con partidores especificos que flanquean esta
secuencia y posteriormente se secuencio. Al realizar los alineamientos de secuencia
(Figura 3-8), se observa que la totalidad de los clones de S. Typhimurium que
adquirieron ROD21 no poseen la secuencia especifica de S. Enteritidis, indicando
que S. Typhimurium adquirié el elemento episomal producido mediante la escision de

tipo 2 y que el sitio de integracion en S. Typhimurium es la secuencia del gen asnT-2.
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Figura 3-8. Identificacién de clones de S. Typhimurium que adquirieron ROD21. Secuenciacién y
alineamiento de una regiéon de 50 pb rio abajo de la secuencia DR presente en S. Enteritidis. Se
muestran secuencias tedricas correspondientes a los genomas anotados y disponibles de
S. Enteritidis PT4 y S. Typhimurium 14028s en comparacién a las cepas de laboratorio
S. Enteritidis PT1, S. Typhimurium y clones de S. Typhimurium que adquirieron ROD21.

3.6 Transferencia de ROD21 a cepas de E. coli receptoras

Para determinar si ROD21 es capaz de transferirse a otra especie, se eligio la
bacteria E. coli, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, al igual que
Salmonella. La estrecha cercania filogenética entre estas dos bacterias y su
organizacién genética similar hace suponer que ROD21 podria integrarse en el
cromosoma de las cepas de E. coli generadas, puesto que estas bacterias mantienen
el sitio de insercion de la isla de patogenicidad, correspondiente a los genes
asnT-tRNA. Para esto, se utilizaron las cepas E. coli H10407 putA:cat y E. coli

EDL933 putA::cat, que actuarian como receptoras de esta isla de patogenicidad.

Luego de 4 h de co-incubacion de la cepa dadora S. Enteritidis ROD21::aph y

las cepas de E. coli receptoras, en ensayos independientes, no se obtuvo bacterias
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resistentes a kanamicina y cloranfenicol, por lo que se aumentd el tiempo de
incubacion a 5 h, 6 h y 24 h. A pesar de estas modificaciones, no se obtuvieron
colonias resistentes a kanamicina y cloranfenicol a ningun tiempo en ensayos
independientes realizados en triplicado, a pesar que en todos los tiempos es posible
realizar recuentos de dadora y receptora. Estos resultados sugieren que ROD21 no
puede ser transferido desde S. Enteritidis a E. coli, dando indicios de especificidad en

la transferencia de esta isla de patogenicidad.

3.7 Determinacién del mecanismo de transferencia de ROD21

Para determinar el mecanismo por el cual ROD21 es capaz de transferirse a
S. Enteritidis y S. Typhimurium, se diseflaron tres experimentos que permitieron

conocer si el evento ocurre mediante conjugacioén, transformacion o transduccion.

3.7.1 Transferencia de ROD21 en filtro

Para determinar si es necesario el contacto célula-célula en la transferencia de
ROD21, se utilizé la técnica de filter mating assay, descrita ampliamente para

ensayos de conjugacion de elementos moviles (47, 48).

Cultivos saturados de la cepa dadora y las distintas receptoras,
respectivamente, fueron mezclados y posteriormente retenidos en un filtro de
nitrocelulosa estéril de 0,2 um de tamafio de poro (Millipore) y finalmente puesto en
contacto en la superficie de medio agar LB. Luego de 4 h de incubacién, se
recuperaron las bacterias desde el filtro y del medio sélido, como se describe en el

punto 2.2.7.
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Frecuenciade transferencia

Se logré realizar recuentos de colonias resistentes a kanamicina y
cloranfenicol y dadoras cuando las receptoras fueron S. Enteritidis y S. Typhimurium,
aumentando la frecuencia de transferencia en dos érdenes y un orden de magnitud,
respectivamente, en comparacion a los ensayos de transferencia genética en medio

liquido (Figura 3-9).

No hubo bacterias resistentes a kanamicina y cloranfenicol cuando las
receptoras fueron cepas de E. coli en ningun caso, lo que sugiere que ROD21 no es

capaz de transferirse a E. coli en las condiciones estudiadas.
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Figura 3-9. Frecuencia de transferencia de ROD21 a cepas de S. Enteritidis y S. Typhimurium.
Resultado de 4 ensayos independientes para transferencia de ROD21 a la cepa receptora (A)
S. Enteritidis AROD21 putA::cat y (B) S. Typhimurium putA::cat. ***: t de Student de dos colas,
p<0,0001. ND= no detectado.

3.7.2 Transferencia de ROD21 a partir de ADN de la cepa dadora

Para determinar si la transferencia de ROD21 ocurre mediante transformacion

natural, se obtuvo ADN cromosomal de la cepa dadora S. Enteritidis ROD21::aph y
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se co-incubd con 1 ng, 10 ng, 100 ng y 1 pg de ADN con todas las diferentes cepas
receptoras en medio LB liquido. Al cabo de 4 h, 5 h, 6 hy 24 h no se obtuvo
bacterias resistentes a kanamicina y cloranfenicol. Por lo que se concluye que la
transferencia de ROD21 no ocurre mediante transformacion natural en las

condiciones estudiadas.

3.7.3 Transferencia de ROD21 a partir de sobrenadante

Como se ha reportado, los profagos presentes en el genoma de Salmonella
son capaces de inducirse espontaneamente en cultivos en fase estacionaria, debido
a la carencia de nutrientes (49). Para determinar si ROD21 es capaz de transferirse
mediante fagos, se filtr6 un cultivo de la cepa dadora crecida a saturacion y se
recuperd el sobrenadante. Posteriormente, se realizaron co-incubaciones del
sobrenadante del cultivo no concentrado y filtrado con las cepas de Salmonella

receptoras generadas en los puntos 3.2 'y 3.3.

Al cabo de 4 h, 5 h, 6 hy 24 h no se obtuvo bacterias resistentes a kanamicina
y cloranfenicol en ningun caso. Con esto se concluye que la transferencia de ROD21

no ocurre mediante transduccion, en las condiciones estudiadas.

3.7.4 El proceso de transferencia requiere de la escision precisa de

ROD21 y de complementacion en trans para llevarse a cabo

Para determinar si la transferencia de ROD21 es un proceso especifico y
dependiente de la escision de la isla de patogenicidad, se utiliz6 una cepa que no es
capaz de escindir ROD21, la cual ha sido descrita previamente (38). La cepa

S. Enteritidis ADR ASEN1970::aph carece de la secuencia directa repetida que
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flanquea la isla en su extremo izquierdo y ademas carece del gen que codifica la
integrasa. En esta region se inserté el gen aph que otorga resistencia a kanamicina,
como se describe en el punto 2.2.3. Al utilizar esta cepa como dadora en co-cultivo
con las distintas cepas receptoras no se obtuvo bacterias resistentes a kanamicina y
cloranfenicol. Este resultado indica que para que se lleve a cabo el proceso de

transferencia de ROD21, debe ocurrir la previa escision de la isla de patogenicidad.

Para determinar si la transferencia de ROD21 es dependiente de genes que
se encuentran fuera de la isla o si se trata de un elemento integrativo y conjugativo
(ICE), se utilizd6 la cepa S. Typhimurium pSLT— que carece del plasmido de
virulencia, a la cual se le insertd el gen dhfr, que otorga resistencia a trimetoprim.
Este plasmido ha sido reportado con homologia al plasmido F de conjugacién
bacteriana con presencia del operon tra, responsable de la transferencia de ICEs
(50). Dado esto, se generaron cepas de S. Typhimurium receptoras resistentes a
cloranfenicol y trimetoprim, y dadoras de ROD21 resistentes a cloranfenicol y
kanamicina, que carecen del plasmido pSLT, la cual ha sido descrita anteriormente
(51). Se realizaron ensayos de transferencia segun se describe en el punto 2.2.5 y no
se obtuvo colonias resistentes a kanamicina, cloranfenicol y trimetoprim. Este
resultado sugiere que el proceso de transferencia requiere de la escision precisa de
ROD21, ya que se requiere de un proceso previo de escision para que la
transferencia se produzca, y de complementacién en trans para llevarse a cabo,
debido a que la isla necesita de la expresion de genes externos a ella para que sea

transferida.

3.8 Efecto de condiciones ambientales en la transferencia de ROD21
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Numerosos trabajos han reportado que diversas condiciones ambientales
afectan la transferencia de material genético (28, 52, 53). Ademas, nuestro grupo ha
demostrado que el ambiente intracelular de células fagociticas promueve la escision
de RODZ21 (37). Con estos antecedentes, se realizo tratamientos con variaciones en
las condiciones a las cuales la bacteria pudiera estar sometida durante su ciclo

natural, como temperatura, pH y H20:2.

Cuando se realiz6 tratamientos con diferentes temperaturas, se observé un
aumento en la frecuencia de transferencia de ROD21 a cepas de S. Enteritidis, tanto
a 23°C, como a 43°C, siendo estas diferencias estadisticamente significativas entre
si, con respecto a las condiciones control a 37°C (Figura 3-10 A). Lo mismo ocurre
cuando la isla se transfiri6 a S. Typhimurium (Figura 3-10 B). Estos resultados
sugieren que la transferencia de ROD21 se ve aumentada cuando la bacteria se

somete a temperaturas distintas de 37°C.

Al analizar el efecto del pH 5 en la transferencia de la isla de patogenicidad, se
observa también un aumento en la frecuencia de transferencia de ROD21 a
S. Enteritidis, siendo este estadisticamente significativo respecto a la condicion
control a pH 7 (Figura 3-10 C). EI mismo efecto se observa cuando la transferencia
ocurre a S. Typhimurium (Figura 3-10 D). Este resultado indica que valores de pH
inferiores a 7 producen un aumento en la transferencia de ROD21 a cepas de

S. Enteritidis y S. Typhimurium.

Cuando se realizo tratamientos con peroxido de hidrogeno no se observo

diferencias significativas en la frecuencia de transferencia de ROD21, ya sea en S.
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Enteritidis (Figura 3-10 E) ni en S. Typhimurium (Figura 3-10 F). Esto indica que la
presencia de peroxido de hidrogeno no afecta la transferencia de ROD21, en las

condiciones estudiadas.

En todos los casos se analizd las colonias resistentes a kanamicina y
cloranfenicol para verificar la presencia de ROD21 en los tratamientos, dando como
resultado el mismo patrén de bandas que la Figura 3-7, indicando en ambos casos,
para S. Enteritidis y S. Typhimurium, la trasferencia exitosa de ROD21 en el sitio de

insercion esperado, esto es en el gen que codifica al asnT-tRNA2.

Ademas, para verificar si las condiciones de transferencia de ROD21 afectan
la escision de la isla, se realizé cuantificacién de la secuencia attB presente luego de
la escision de ROD21, segun se reportdé anteriormente (36). Como se muestra en la
Figura 3-11, no se observa variacion en la escisidbn en presencia de peroxido de
hidrogeno (Figura 3-11 A), pero si existe un aumento de la secuencia attB en
variaciones de temperatura (Figura 3-11 B) y en condiciones de pH = 5 (Figura 3-11
C). Estos resultados concuerdan con las frecuencias de transferencia de ROD21 en
distintas condiciones de cultivo, donde se observa que a mayor eventos de escision

existe mayor frecuencia de transferencia de la isla de patogenicidad.
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Figura 3-10. Efecto de condiciones ambientales en la transferencia de ROD21. Efecto de
variaciones de temperatura en la transferencia de ROD21 a S. Enteritidis (A) y S. Typhimurium (B).
Efecto del pH 5 en la transferencia de ROD21 a S. Enteritidis (C) y S. Typhimurium (D). Efecto de
presencia de peroxido de hidrogeno en la transferencia de ROD21 a S. Enteritidis (E) y
S. Typhimurium (F). Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes. ***; P<0,05.
ANOVA de una via y test de Tukey a posteriori (A-B). T de dos colas (C-F).
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Figura 3-11. Efecto de condiciones ambientales en la escision de ROD21. Efecto de adicién de
peréxido de hidrogeno (A), variaciones de temperatura (B) y pH (C) en la escision de ROD21. Los
resultados son el promedio de tres experimentos independientes. A y C: t de Student de dos colas,
** p=0,0048. NS= no significativo. B: ANOVA de una via y Test de Tukey a posteriori, ***; p<0,0001.

3.9 Virulencia de cepas de S. Typhimurium que adquirieron ROD21

Al ser ROD21 una isla con genes involucrados en virulencia (32), es necesario

determinar si los genes adquiridos por las cepas de S. Typhimurium afectan la
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capacidad infectiva de esta bacteria. Para esto, se infectaron grupos de 4 ratones
machos C57BL/6 via intragastrica con la cepa de S. Typhimurium que adquirio
ROD21, ademas de animales infectados con la cepa wild type y controles sin

infectar.

Como se muestra en la Figura 3-12, los animales infectados con la cepa S.
Typhimurium-ROD21 presentan un leve aceleramiento en la letalidad en

comparacion a la cepa wild type, llegando ésta al 100% en el tiempo en ambos

Casos.

100 u
11}
g 80~ *— - Sininfectar
o
= 9 S. Typhimurium wild type
o 60+
L - S. Typhimurium-ROD21
()
©  40-
c
@
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g 20-
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Figura 3-12. Sobrevida de ratones infectados con S. Typhimurium que adquiri6 ROD21. Ratones
machos C57BL/6 fueron infectados con 1x106 UFC de S. Typhimurium wild type o
S. Typhimurium-ROD21, grupos sin infectar corresponden al control. Se muestran resultados de 4
ensayos independientes. Se realizé analisis de supervivencia Log-rank de Kaplan-Meier, las
diferencias entre las curvas son estadisticamente significativas P= 0,0006.
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DiIsScuUSsION

La transferencia genética horizontal (TGH) se indica como uno de los
principales mecanismos que dan cuenta de la evolucion bacteriana, siendo definida
como una via rapida de adaptacion a los cambios ambientales, aumentando el
fitness de la bacteria siendo ésta mas exitosa frente a presiones seleccion del medio
(54). Dado lo anterior, Salmonella enterica resulta un patégeno interesante desde el
punto de vista de su genética, pues en los Ultimos afios, gracias a la secuenciacion
de genomas, se ha revelado que alrededor de un 10% de su material genético ha
sido adquirido mediante TGH (29, 55), teniendo gran impacto en la evolucién de

Salmonella, donde se reportan mas de 2.500 serovares.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la transferencia de la isla de
patogenicidad ROD21 presente en el cromosoma de S. Enteritidis a distintas cepas.
ROD21 se descubri6 en un estudio de gendmica comparativa como una region
presente en los serovares Gallinarum, Dublin y Enteritidis (32). Posteriormente, se
reportd una region variable en el cromosoma de S. Typhi, adyacente a una gen que
codifica un asnT-tRNA y flanqueada por una secuencia directa repetida, con
estructura genética similar a ROD21 (56), haciendo énfasis en la posible movilidad
de esta region. Esto nos puede llevar a pensar que esta isla de patogenicidad ha sido
adquirida ademdas por otros serovares. En nuestro laboratorio reportamos
recientemente esta isla de patogenicidad como un elemento inestable, ya que es
capaz de escindirse espontaneamente del genoma en cultivos bacterianos y al
infectar células del sistema inmune in vitro (37). Se ha reportado en la literatura que

algunas islas de patogenicidad que son capaces de escindirse espontaneamente del
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genoma de bacterias Gram positivo y Gram negativo tienen la capacidad de

transferirse a otras bacterias (47, 57).

Mediante ensayos de transferencia en medio LB liquido, se obtuvo cepas de
S. Enteritidis que carecian inicialmente de ROD21, y que fueron capaces de integrar
la isla en su cromosoma a frecuencias de 1,8x107 (Figura 3-9). A pesar de que
S. Enteritidis y S. Typhimurium difieren en alrededor de un 10% de su contenido
genético (32), S. Typhimurium resulté ser permisiva para la isla de patogenicidad y
se obtuvo cepas que integraron ROD21 en su genoma a una frecuencia de 3,2x108

por dadora (Figura 3-9).

Segun nuestros resultados previos, ROD21 es capaz de escindirse del
cromosoma mediante al menos cuatro eventos de recombinacién distintos (Figura 1-
1), produciendo a su vez, cuatro elementos episomales. En este estudio la cepa de
S. Enteritidis utilizada como receptora perdié espontdneamente la isla mediante
recombinacién entre la segunda y tercera copia del gen asnT (Figura 1-1). Los
resultados obtenidos en este trabajo dan cuenta de la integraciéon de ROD21 en la
cepa de S. Enteritidis de tal forma que recuperan la regién completa. Es decir, se
detecta la integracion de la isla en las cepas receptoras mediante la amplificacion del
extremo izquierdo, region de secuencia directa repetida y extremo derecho, de la
misma forma de la cepa wild type, en el 100% de los casos (Figura 3-7).
Anteriormente, reportamos que la pérdida de la isla era sélo detectable en bacterias
qgue lo hacian mediante recombinacion de los genes de asnT 2 y 3 (37). Estos datos
sugieren que el elemento episomal producido por este tipo de recombinacion (attP2)

(Figura 1-1 C) es transferido e integrado con mas frecuencia que los otros, puesto
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gue en una poblacion existe una mayor cantidad de bacterias que se encuentran

perdiendo ROD21 de esta forma.

En el caso de S. Typhimurium, este serovar actia como receptor natural de la
isla pues la organizacion de los genes asnT es similar que en S. Enteritidis, pero
carece de ROD21 (Figura 3-3.A). El genotipo wild type de esta cepa carece de la
region entre el gen asnT 2 y la secuencia directa repetida, en comparacion a S.
Enteritidis (Figura 1-1). Al analizar los clones obtenidos que resultaron ser resistentes
a kanamicina y cloranfenicol, estas bacterias habian adquirido la isla completa, es
decir, presencia de extremo izquierdo de la isla, regién de secuencia directa repetida
y extremo derecho (Figura 3-7). En este caso, no es posible determinar si la isla fue
adquirida mediante transferencia e integracion del elemento episomal producido por
recombinacion entre el gen asnT 2 y 3 (attP2) o el gen asnT 2 y la secuencia directa
repetida (attP1), puesto que ambos elementos son capaces de insertarse en la

region de integracion.

En el caso de E. coli, no se obtuvo bacterias transconjugantes a distintos
tiempos de co-incubaciéon con la bacteria dadora. Estd ampliamente descrito en la
literatura que una de las mayores barreras para la transferencia de material genético
es la presencia de sistemas de restriccion, especialmente para la adquisicion de ADN
proveniente de especies distintas (7, 58). Otros autores proponen que el principal
obstaculo para la adquisicion de material genético entre E. coli y Salmonella es a
nivel de identidad de secuencia entre la bacteria dadora y receptora, donde el

sistema SOS jugaria una funcion importante (59-61). Estos datos podrian sugerir las
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causas por las cuales las cepas de E. coli utilizadas en esta tesis no fueron capaces

de integrar ROD21 en su genoma.

Como se ha mencionado anteriormente, la transferencia de material genético
puede ocurrir mediante transformacion, transduccion y conjugacion. Debido a la
presencia de ORFs con homologia a proteinas involucradas en conjugacion
bacteriana como MobA, TraD, PilS y PilV en ROD21, se podria pensar que este es el
mecanismo responsable de la transferencia de ROD21, pero es sabido que operones
completos son los responsables de la maquinaria de conjugacion en elementos
integrativos conjugativos (20). De todas formas, al analizar el mecanismo por el cual
ROD?21 es transferido se pudo descartar transformacion natural, donde las cepas
receptoras no fueron capaces de adquirir ROD21 desde ADN de la cepa donante en
el medio de cultivo, y transduccion, donde las receptoras no integraron ROD21 en su
cromosoma a partir de medio de cultivo tratado con DNAsa y donde se asumié que
existian fagos libres. Con esto Ultimo, se asegura que el evento de movilizacion
ocurre via conjugacién, corroborado mediante ensayos de transferencia en filtro,
donde aumenta la frecuencia en dos y un orden de magnitud para S. Enteritidis y S.
Typhimurium, respectivamente, en comparacion a los ensayos en medio liquido
(Figura 3-9). Este aumento es, posiblemente, debido a la mayor probabilidad de
contacto bacteria-bacteria, que es uno de los principales requerimientos al momento
de transferir material genético mediante conjugacion. Al utilizar cepas dadoras y
receptoras de S. Typhimurium que carecian del plasmido de virulencia pSLT no se
detecto transferencia de ROD21, lo que indica que esta isla de patogenicidad no

posee la maquinaria necesaria para autotransferirse, atribuible principalmente a los
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genes presentes en el operdn tra, los que son responsables de la movilizacién de
elementos genéticos, ya que necesita de estos genes presentes fuera de ella para
realizar este proceso. Actualmente, se ha establecido una clasificacion para
elementos que son capaces de transferirse, pero que no codifican la maquinaria
necesaria para esto por si mismos, llamandolos elementos integrativos movilizables
(IME), como el caso de la isla gendmica 1 de Salmonella, la cual es transferible sélo
en presencia de un plasmido con funciones conjugativas (62). Con estos

antecedentes, es posible clasificar a ROD21 como un miembro del grupo de los IME.

Como demostramos en nuestro laboratorio, cambios en las condiciones
ambientales afectan la escisién de ROD21 (37), lo que hace pensar que también son
un factor clave en la transferencia de la isla de patogenicidad. Al analizar el efecto de
la temperatura, pudimos observar un aumento en la transferencia, ya sea a 23°C o a
43°C, respecto a 37°C, cuando se transfiere a cepas de S. Enteritidis y
S. Typhimurium (Figura 3-10 A-B). Similarmente, se ha descrito que la transferencia
del plasmido R27 de E. coli aumenta a bajas temperaturas (25 a 30°C), debido a la
sobreexpresion de genes involucrados en movilidad, mediada por H-NS presente en
dicho plasmido (63). En ROD21, el ORF SEN1993 tiene homologia a la proteina
H-NS, lo que podria explicar el aumento en la frecuencia de transferencia. Por lo
tanto, en estudios futuros del laboratorio se evaluara la expresion de este gen a
diferentes temperaturas. A pesar de que en la literatura se describe que las altas
temperaturas disminuyen la transferencia de elementos genéticos, el reservorio
natural de S. Enteritidis son las aves de corral, cuya temperatura corporal es de

alrededor de 43°C (64), lo que podria indicar que la transferencia de ROD21 al
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interior de aves donde S. Enteritidis habita es un fendbmeno constante y dinamico,

probablemente para mantenerla en la poblacion bacteriana residente.

Se ha reportado que el pH es capaz de afectar la transferencia de elementos
genéticos en el medio ambiente (65-67). Esta condicion podria estar presente en el
tracto digestivo, donde Salmonella se enfrenta a distintos valores de pH, o en el
interior de células del sistema inmune, donde se presentan condiciones de acidez
leve. Esto podria explicar el aumento de la frecuencia de transferencia de ROD21 a
pH 5 para S. Enteritidis y S. Typhimurium (Figura 3-10. C-D). Posiblemente, este
proceso estda mediado por expresion diferencial de genes involucrados en este

fenébmeno.

Si bien la transferencia de ROD21 aumenta a mayor escision, estos valores no
se ven aumentados en forma directamente proporcional en todos los casos, ya que el
elemento episomal producido luego de la escision podria estar siendo degradado en

algunos casos y en otros ser susceptible de ser transferido.

Por otro lado, la adquisicion de ROD21 por parte de S. Typhimurium produce
un cambio en la cinética de mortalidad cuando se compara con la bacteria wild type,
acelerando levemente la mortalidad (Figura 3-12), probablemente debido a la
ganancia del ORF SEN1975, que interviene con la sefalizacién via receptores tipo
Toll en S. Enteritidis (33), pudiendo ser mas exitosa en la colonizacién a nivel de

intestino.

Finalmente, los resultados obtenidos en esta tesis indican que ROD21 es una

isla de patogenicidad inestable, capaz de transferirse a cepas de S. Enteritidis y
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S. Typhimurium mediante un mecanismo de conjugacién, siendo un evento especie-
especifico y que es afectado por condiciones ambientales que podrian influir tanto en
el ciclo de vida natural de la bacteria como en un proceso infectivo, asegurando la

mantencion de esta isla de patogenicidad dentro de la poblacion bacteriana.
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Conclusiones

1. ROD21 es capaz de transferirse en condiciones in vitro a frecuencias de 1,8x10°/
por dadora a S. Enteritidis y a frecuencias de 3,2x10® por dadora a
S. Typhimurium.

2. ROD21 no es capaz de transferirse a cepas de E. coli.

3. Latransferencia de ROD21 ocurre mediante conjugacion.

4. Aumento en la frecuencia de escision produce aumento en transferencia de
ROD21.

5. ROD21 necesita de complementacion en trans para ser transferida.

6. La transferencia de ROD21 es afectada por pH y temperatura, pero no asi por

peréxido de hidrogeno.
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