Yk -TC
BoC ~D
6\ ﬂ=/ RELACION DE ALGUNAS PROTEINAS DE LA
MEMBRANA EXTERNA DE Salmonella typhi Ty?
INDUCIDAS EN ANAEROBIOSIS CON EL PROCESO DE

INVASION A CELULAS EPITELIALES HUMANAS in vitro

Tesis
entregada a la
Universidad de Chile
en cumplimiento parcial de los requisitos
para optar al grado de

Doctor en Ciencias con mencién en Biologia
Facultad de Ciencias
por
Nancy Paula Maulén Lagos

Agosto, 1999

Director de Tesis: Dr. Guido C. Mora Longa




FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION
TESIS DE DOCTORADO

Se informa a la Escuela de Postgrado dde la Facultad de Ciencias que la tesis de

Doctorado presentada por la candidata;
Nancy Paula Maulén Lagos

Ha sido aprobada por la Comision de Evaluacion de la tesis como requisito para
optar al grado de Doctor en Ciencias con mencioén en Biologia, en el examen de Defensa

de Tesis rendido el dia 11, de Agosto de 1999.
Director de Tesis:

Dr. Guido C. Mora Longa
Comision de Evaluacion de la Tesis:

Dra. Margarita Caru
Dr. David Holmes
Dr. Carlos Jerez

Dr. Claudio Vasquez




Esta tesis se realizo en el Laboratorio de Microbiologia del Departamento de
Genética Molecular y Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la

Pontificia Universidad Catolica de Chile.

La Srta. Nancy Maulén Lagos, fue beneficiaria de la beca CONICYT para

estudiantes de Doctorado, durante el periodo 1995 a 1998,

Las investigaciones realizadas durante el desarrollo de esta tesis fueron
financiadas por los proyectos FONDECYT 2970038 (a N. M. L), FONDECYT
1960255 (a G. M. L) y proyecto de postgrado de la Universidad de Chile PG/036/97 (a

N.M.L.)

it




A mis padres.

Por darme su carifio, constante estimulo e incondicional apoyo.

iti




AGRADECIMIENTOS

Quisiera agradecer en forma muy especial al Dr. Guido Mora Longa por haberme
recibido en su laboratorio, brindarme su amistad y confianza necesarias para desarrollar
mis ideas, discutir inquietudes e interes, entre otros tantos detalles, que finalmente se
ven concretados en este trabajo de tesis.

Al Dr. Stanley Maloy de la Universidad de Hlinois, donde se realizé parte de este
trabajo, por su genefosa y desinteresada colaboracion, por su optimismo, constante
estimulo y valiosos consejos.

A los integrantes de la comision de evaluacién de esta tesis, Dres. Margarita
Carq, Claudio Véasquez, David Holmes y Carlos Jerez. Gracias por sus valiosas criticas y
sugerencias que contribuyeron a mejorar el contenido y forma de esta tesis. En forma
especial, a Rosalba Lagos, quien ademds me brindé apoyo durante los inicios de este
programa de doctorado.

A la Dra. Marfa Inés Becker, por su optimismo, generosidad y valiosa amistad.

Al Dr. Frank Masiarz de Chiron Corporation, por su colaboracién en la obtencién
de las secuencias N-terminales de las proteinas estudiadas.

Al Sr. Victor Ahumada por su constante colaboracion, disposicion y ayuda en el
dia a dia del quehacer de nuestro laboratorio. Junto a ¢l a todo el personal de apoyo
técnico y administrativo de la Unidad de Microbiologia, José Pefia, Orlando Ortiz,
Honorindo, Angélica Espinoza y Maritza Zniiiga.

A Gabriela Meéndez, Directora del Bioterio Central de la Facultad de Ciencias
Biologicas de 1a P. U. C. de Chile, por su colaboracién en la manipulacion y mantencion
de los animales utilizados en este estudio.

A todos mis compafieros y amigos de la Unidad de Microbiologia, con los que
comparti experiencias, largas jornadas de trabajo y buenos momentos. En especial a:
Claudio Alarcén, Silvana Arenillas, Carolina Barnett, Karen Bittner, Pascale Clement,
Loretto Contreras, Dr. Jorge Delgado, Dr. Bemardo Gonzilez, Dra. Leda Guzman,
Valeria Matus, Carlos Santiviago, Dra. Cecilia Toro y Gonzalo Troncoso.

A mi familia y a Marcelo, por apoyarme siempre y por lo mucho que significan
para mi.

v




INDICE DE MATERIAS

INDICE....o st ettt b sttt st e s eeaeeeeneeen e v
LISTADE TABLAS ... ettt ettt et en e e eee s xi
LISTA DE FIGURAS.......cooctreirrernmieeeriee e eeeeese st s et ee et eeeteeseneteseesessaeenens xii
LISTA DE ABREVIATURAS. ...ttt Xiv
RESUMEN ...ttt ettt s aeae st es ettt st emer e een e eenene s eaeeas XV
SUMMARY ...ttt et e e et s xviii
1 INTRODUCCION......coociiiriciirie e et et eeeene e eneneeneaene e 1
2 HIPOTESIS. ..ot sttt et ee e s en s et st s 16
3 OBIETIVOS ...ttt v ses s s et ens s e sees e saeeneas 16
3.1, ObJEtIVO BEIETAL ...ttt sttt s et e enrnaen 16
3.2, ObJetiVOS ESPECIIICOS. ....viverieiiecrieieins ettt ebe et eseee e es e searann 17

3.2.1. Aislamiento de las proteinas de la ME de S. syphi Ty2 inducidas en
condictones de cultivo aerdbico y anaerdbico y andlisis en electroforesis uni
Y DIIMENSIONAL ......cooveeiriteeee et 17

3.2.2. Seleccion e identificacion de las proteinas de la ME de S. #yphi Ty2
mayormente inducidas en anaerobiosis...........ouviveieeceeereerrereeeeeeeeeeees e 17

3.2.3. Construccion de la mutante de S. fyphi afectada en la proteina de la ME de
interés, mediante GENEtiCA TEVEISA...........cueverererereeeneeeeeeeereeeeeeseeeteee e s, 18

3.2.4. Construccion de una cepa S. fyphimurium patogénica con una mutacion
homologa a la de S. fyphi, para determinar el efecto de dicha mutacion
en ensayos de VITUIBNCIA 72 VIVO........c...ocivuierieeieceeieiese e ee e 18

3.2.5. Evaluacion del fenotipo invasor de las mutantes generadas por genética
reversa, sobre células epiteliales HEp-2 en cultivo..........ooceeovvereeeeeveoeern, 18

3.2.6. Obtencion de una coleccidn de S. fyphi mutantes mediante insercion

x




4. MATERIALES Y METODOS.......oo oo, 20
4.1, Material BIOlOZICO.....c.cviiiiiienieieeeee et et et 20
4.1.2. Cepas DaCIEIIANAS...........coocu et eet et crss s a st sae et ee e enes 20
4. 1.2, PlASIIAIOS.....coeeerieimiecieeirereessee st ebe ettt eree s s roteee s eaeeeeeesateeeereseesenrsesarsns 22
4.1.3 BaCIEIIOfAZO0S....c.cv ettt n e st e s s e en. 23
4.2, Condiciones de cultivo Dacteriano..............c.c.eveevevieeeeeeceinieeeeee e e e eenn. 23
4.3.  Lineas celulares y condiciones de cultivo............ccoveoveeereeeeooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 24
4.4, Caracterizacion de las proteinas de la membrana externa (ME).............cocoo........ 25
4.4.1. Obtencién de la fraccion de ME...........coooooiueieiiioiimeeeeeeeeeeeeeeeeeees e, 25
4.42. Determinacion de proteings..........c.oeeveueeeveieieceiee e e eeeeeeeee e oo 28
4.4.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, unidimensionales (1-D............ 28
4.4.4. Anilisis del perfil electroforético (1-D) de las proteinas de la ME................. 30
4.4.5. Electroforesis en geles bidimensionales (2-D) de las protefnas de la ME............ 30
4.4.6. Marcacion in vivo de las proteinas de superficie de S. typhi con NHS-Biotina...32
4.5.  Identificacion de las proteinas de la ME de S. #yphi inducidas en

ANACTODIOSIS. ...ttt et et ess et e, SRR OO 34
4.5.1, Transferencia de proteinas a membrana PVDF y secuenciacion N-terminal.......34
4.5.2  Andlisis de las secuencias N-terminales de las proteinas seleccionadas.............. 35
4.6. Técnicas de genética baCtErIana. ..........coovviveeieieeeeeeeeeeee et 35
4.6.1. Construccion de S. fyphi Ty2 mutante en el gen aipl y S. typhimurium

14028s mutante en el gen adhk...........ooovveveeiiieieteee e, 35
4.6.2. Caracterizacion de las mutantes TYT2006 y NPM1......c.oovvvmmeeeeeeen, 36
4.6.2.1. Curva de crecimiento en acrobiosis y anaerobiosis..............c.ovevovvovvoooeo, 36
4.6.2.2. Bateria bioquimica, movilidad y LPS.............oooiieoeoeeeeeeeeeeeee e, 36

vi




4.6.3. Obtencion de una coleccion de fusiones genicas mediante insercion
del transposon TnphoA en el cromosoma de S 13 2L 37

4.6.3.1. Seleccién de fusiones geénicas, mutantes putativas en proteinas
0C TEMBIAN. ..ottt 38

4.6.3.2. Seleccion de fusiones génicas XP" reguladas por anaerobiosis.
Determinacion de la actividad de fosfatasa alcaling...........c..ooocooe 41

4.6.4. Construccion de S, Yyphi ims50::Tn10, mutante en un gen con similitud

BAARE A€ E. €Ol 42
4.6.5. Preparacién de lisados del fago P22Hint .....ooeoooeeeeoeo 43
46.6. Preparacion de lisados MUAP22......covor o 43
67, THANSAUCCIONES.......otooctesos et 44

4.6.8. Transferencia de marcadores genéticos entre cepas de S, typhiy
S typhimurium mediante electrotansformacion.................. 45

47 Téonicas MOICCUIATES..........oovceerroeo 46

3
4.7.1. Clonamiento de la regién 5’ de los genes aipl de S. typhi y adhk de

S. typhimurium en pBluescripty pGP704...........ooooooovvvorie 46
4.7.2. Secuenciacién de los productos de 'amplificacién del gen aip! de S. typhi

Y AGRE Q& 8. LYDRIDUFIUIN. ..o 48
4.7.3. Obtencién de DNA PIaSMdIAL...........oooovoeeeeeeeoe 50
4.7.4. Obtencién de DNA CROMOSOML.......oocovooo 51
7.3 BIECHOPOIACION. ..o e 52
4.7.6. Ensayos de hibridacién Southemn biot y marcacion de las sondas de DNA.... 53
4.7.6.1. Transferencia de DNA a membrana de nylon..........oovveemmoooeoeee 53
4.7.6.2. Marcacién radiactiva de la sonda /2 54
4.7.6.3. Marcacion no radiactiva de la sonda 2 55
4.7.6.4. Hibridacion Southern radiactivo........._____ errenrrn e et er bt st as e e 55
4.7.6.5. Hibridacién Southern n0 radiactivo............oooo 56




4.7.7.

4.7.38.

4.8,

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

5.

5.1

5.1.1.

5.1.3.

5.14.

52.

5.2.1.

5.3.

Digestion del DNA cromosomal y plasmidial con enzimas de restricclon. ... ... 57
Electroforesis de DNA en geles de agarosa........ovesi v 58
Ensayo de invasion en la linea celular epitelial humana HEp-2......c.oovininnnnes 58
Determinacién de LDso en el modelo animal FALOTL e nereeeeeeeaeseeeseeranesneassssanbnens 59
Medicion de la actividad alcohol deshidrogenasa de S. typhi'y
S, EYDRIIUIUMN.......c.ocvvvmrsieesseess s s s s 60
Produccion de antisuero anti proteina Aipl de S. &yphi TY2..oooivvirnncnivccnniinnns 63
Analisis Western blot de las proteinas de la ME de S. zyphi Ty2 con
suer0 policlonal anth ALPL.......coovwwurremerimmimisis it 64
Ensayos de inmunofluorescencia indirecta con bacterias vivas.......ccccoeerrrrernnns .03
RESULTADOS. ..ot eeeeereesteeeeasssseeeescsssesiassssssssse st cssetiss s s sisb st cosn s b s sssesens 66
Caracterizacion de las proteinas de la ME de S. PR 66

Aislamiento de las proteinas de la ME de S. syphi Ty2 cultivada en condiciones
aerdbicas y anaerdbicas. Comparacion de los perfiles electroforéticos de las
DIOLEEIIAS. .evvrrevsorerasscssssssenesseesersss s s E 66

Seleccion de las proteinas de 1a ME de S. fphi mayormente inducidas
en anaerobiosis mediante analisis densitOMELHICO. .....oucviirirrrmeiiininees 70

Marcacion de las proteinas de superficie de S. fyphi Ty2 crecida en aerobiosis
y anaerobiosis con el reactivo NHS-DIOIA. ... cevveeeerrercccinrisnensrernete s s 70

Analisis de las proteinas de la ME de S. typhi Ty2 en
geles bidimEnSIONALES. ......couevesruseceisrsrerssis s 74

Identificacién de las proteinas de la ME de S. fyphi inducidas
ET1 ANAETOBIOSIS ... vevovscsesesereresssssserensesiasresasesass s st ssr st s s bt sa st s bt 76

Obtencion de las secuencias de aminoacidos N-terminales
y anélisis en el programa BlastP.................. frevessssintstse T resss pes e n e b be R TR rRm e san s 76

Mutagénesis del gen aipl mediante la estrategia experimental
& GENGLICA TEVEISE. ....cvomvrrsrensserisssersssneassssassss st 79




5.3.3.

534.

5.4.

5.4.1.

54.2.

543.

544,

5.45.

54.6.

5.4.7.

5.5.

55.1.

5.6.

5.7

. Amplificacién de los genes aip!/ de S. fyphi y adhE de S. typhimrurium

POT PCR e e 81

Secuenciacion de la region 5° de los genes aipf de S, typhi Ty2 y adhE de
S BYPRIMUETUM LT2. ..ot oo 81

Andlisis de las secuencias nucleotidicas mediante el programa BlastN en
NIH-NCBI y Sanger CEntre. .. ......c.vvuvereoeerreeeeees oo 85

Mutagénesis del gen aip/ de S. typhi Ty2 por insercion del vector
SWICIAA PNMZ.........oooimiiiiierinnereestnne s eee e oo oo eee oo 96

Caracterizacion de las cepas mutantes S. typhi TYT2006 y
S. typhimurium NPML...........ocoioiiiiineoeeee oo 98

Curva de crecimiento de la mutante S. fyphi TYT2006 en condiciones de
cultivo aer0bico ¥ anaerobiCo..............c.vuiereveneeeeeeeeseeesoooee oo 99

Curva de crecimiento de la cepa mutante S. typhimurium NPMI en
condiciones de cultivo aerébico y anaerébico..............oovovooevevoo 99

Comparacion de las propiedades fisicas y bioquimicas de las mutantes de

S. typhi'y S. typhimurium obtenidas...............coovoeoooo 102
Composicion de la ME de la mutante TYT2006 en condiciones aerébicas

Y ARACTODICAS.......ouvoiieiccrnerie ettt et oo 104
Composicién de la ME de la mutante S. nyphimurium NPM1.......oooooo 106
Analisis del LPS de la cepa mutante S. typhi TYT2006 ¥ S. fyphimurium

INPMIL ettt ettt oo 108
Construccion de la cepa S. typhi eutE, mutante en una proteina similar a la
alcohol deshidrogenasa AdhE de E. cOli..........oooomvooroeeooo 108
Analisis Southem blot de S. fyphi Ty2 v S. typhimurium silvestres.................. i10
Analisis Southern blot de las mutantes S. fphi TYT2006 y S. typhimurium
NPML.ot sttt e eeeeseeeeeeeeso 112
Evaluacion del fenotipo invasor y de proliferacidn de las mutantes S, typhi
TYT2006 y S. typhimurizm NPM1...........o.oooooeoeeoooio 117
Ensayos de virulencia i1 Vivo.........oo.uoeovoeeoeeoeoooeoo 119




5.8. Determinacion de la actividad de alcohol deshidrogenasa de S. fyphi 'y
S. typhimurium............... eeeeeeheeeeseeaseestettetetaestore et teehe et bt ehesn e b e st e nr e e aae 120

5.9. Caracterizacion de la coleccion de mutantes de S. fyphi zxx:: TnphoA,
potenciales mutantes en proteinas de membrana.. ... 123

5.9.1. Medicidn de la actividad de fosfatasa alcalina y determinacion de las mutantes
reguladas por anaerobiosIs........cocvv e 124

5.9.2. Ensayos de invasion de las mutantes S. typhi zxx:: Tnphod reguladas por
anaerobiosis sobre células HEp-2 en cultivo.........ccoocv e 127

5.9.3. Composicion de la ME de las mutantes S. fyphi zxx::TnphoA reguladas por
ANACTODIOSIS. .. ecvveeuiervireresieieeeteses s erns s sesseseeeste srasae e see e e nee e e e maeen e s resee s saeasnenens 129

5.10. Caracterizacion del suero policlonal anti Aipl mediante analisis Western blot

de las proteinas de la ME de S. fyphi......ccoiiiinece e, 131
5.11. Analisis de las proteinas de superficie de S. typhi Ty2 mediante

inmunofluorescencia MAITECTA. .........ccoivereverere et see e 133
6. DISCUSION.......cooorieeieeiieeeeereera e e ereste e s e stas s e e st e saseraereesessassesessasessessassansenes 136
7. CONCLUSIONES.......cccoiiveimtereeteeseeiastessistsssaseasessssasesssssasseasessssssssses sansenesssses 159
8. BIBLIOGRAFIA... ...ttt e s e o s s st s s sas e es 160




Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

LISTA DE TABLAS

Cepas bacterianas y bacteriofagos..........c.occoeeeeiiceecrieceeeeee e, 21
Protocolo de transduccion con MudP22.........ccooveieeccvcie e 38
Secuencias N-terminales de las proteinas de S. typhi Ty2 inducidas en

anaerobiosis y sus similitudes segin el programa
Basic BIastP..........ociiicteiie e s e 77

Analisis de las cepas S. typhi y S. typhimurium silvestres y
mutantes mediante una bateria bioquimica clasica............c...ccovvevvenennee. 103

Ensayos de invasion y proliferacion de las mutantes de S. typhi y
S. typhimurium sobre células HEp-2 en cultivo........ccccooveevveicrverreenan. 118

Determinacion de la expresion de alcohol deshidrogenasa
mediante ensayo de sensibilidad al sustrato suicida alilalcohol
(CH=CHCHOH).....c.ceceeeee et sens s ee e een e n s 121

Determinacion de la actividad de fosfatasa alcalina de las mutantes
S. typhi zxx:'TnphoA cuitivadas-en aerobiosis y anaerobiosis................ 125

Ensayo de invasion de las mutantes S. typhi zxx::TnphoA reguladas
por anaerobiosis sobre células HEp-2 en cultivo.........ccocooeeeenn, 128

X1




Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6,

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10,

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14

Figura 15.

Figura 16,

LISTA DE FIGURAS

Estructura del compuesto NHS-Biotina.........cccoeceeevee v, eerenre e 32
Estructura del transposon TnpAod..........ccooov oo eeeereen 39

Estrategia de mutagénesis de S. #yphi Ty2 por insercion al azar
del transpoSON THPAOA. ......c.cooomvereeee ettt e 40

Esquema de clonamiento de los productos de amplificacion obtenidos
por PCR en el vector pBluescript y pGP704..........ooocveeveeeireeeeeeeene . 47

Andlisis de las proteinas de la ME de S. #yphi Ty2 crecidas en aerobiosis
Y ANACTODIOSIS ....ovteeiee ettt ettt en s ree st st es st eesresneseneseens 67

Andlisis de las fracciones subcelulares de S. fyphi Ty2 crecidas
en condiciones de cultivo aerobico y anaerdbico...........c.oveeeeeveveevieennnn. 69

Proteinas de la ME de S. typhi Ty2 y densitometria.............ccovveverenarnnn... 71

Proteinas de 1a ME de S. fyphi Ty2 marcadas con
INHS-DIOTINA, ...ttt cetets e ses e seeae e eeseaaaeseeeeseresenseneens 73

Electroforesis bidimensional de las proteinas de la ME de S. yphi Ty2
y mutante S. &phai TYT2006...........ocoiemeieeeeeeeeeeeeeeeee e 75

Productos de amplificacion obtenidos por PCR usando DNAs
cromosomales de S. oyphi, S. typhimurium y E. coli como

TEMPIAO. ..ottt e 82
Secuencia nucleotidica del fragmento 5° del gen aipl de S. typhi Ty2.....84

Analisis de la secuencia nucleotidica del fragmento génico aip/ de

S. typhi mediante el programa BlastN en Sanger Centre.............o.o.......... 86
Secuencia nucleotidica putativa del gen aip/ de S. fyphi Ty2................... 87
Secuencia aminoacidica de la proteina Aipl de S. yyphi Ty2.................. 88

Alineamiento de los genes aipl de S. typhi y adhE de E. coli y
Se BYPRIMUPTUINL ...ttt ettt n e e 90

Alineamiento de las proteinas Aipl de S. typhi y AdhE de E. coliy
Se QYPRIMUPTUIN. ...ttt ettt 94




Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22,

Figura 23,

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Estrategia de mutagénesis de S. fyphi Ty2 y S. typhimurium 14028s
con €l vector suicida PNM2Z.........ccooiiiiiinin e 97

Curva de crecimiento de S. fyphi y mutante TYT2006 en condiciones
de cultivo aerobico y anaerobiCo..... .o vuiiceveieericinen e s e 100

Curva de crecimiento de S. typhimurium 14028s y mutante NPM1 en
condiciones de cultivo aerobico y anaerobiCo.........cccevverevirceeericenvenaes 101

Proteinas de la ME de S. typhi Ty2 y mutante S. typhi
TYT2006.......ce ettt ettt rerr e st e te st e e e r e ererea 105

Proteinas de la ME de S. typhimurium 14028s y mutante NPM1........... 107

Composicion del LPS de S. typhi y S. typhimurium silvestres y mutantes
TYT2006 y NPM1.....ciiicr ettt et re e e s e e ean 109

Analisis de Southemn blot de los DNAs cromosomales de las cepas
S. typhi, S. typhimurium y E. coli SIIVESIEs...........ccoovreiecreeceee 111

Experimentos de hibridacion Southem de los DNAs cromosomales de
las cepas mutantes S. typhi TYT2006 y S. typhimurium NPM1............. 113

Esquema de los resultados de los experimentos de hibridacion de
los cromosomas de las cepas mutantes S. fyphi TYT2006 y
S. typhimuritm NPM1.... ..o 114

Analisis Southern blot del DNA cromosomal de la mutante S. yyphi
TYT2006.......coeicren e st et s e ene s raenas 115

Proteinas de la ME de S. typhi::Tnphod cultivadas en aerobiosis
Y ANACTODIOSIS. .. euevreterseereeteeinee st e et eeee e s rens e s e aesane st eses b be e s ee e enens 130

Western blot de proteinas de la ME de S. fyphi Ty2 y mutante
TYT2006...... .ot et st st ra e saenas 132

Xiii




BSA
Células M
Células U937 :
CHAPS
CTAB
DMEM
DMEMSF
EDTA
HEp-2
Kan®

kb

kDa

LDsg

LPS

ME

MI

moi

ODgpo
PBS
PMSF
SDS

SPI

TCA

Tet®

Tris

UFC

UFP

Xp

LISTA DE ABREVIATURAS

. Absorbancia

: Resistencia a ampicilina

- Gen que codifica para resistencia a ampicilina
: Albumina de suero bovino

. Células microfoliares (intestino delgado), similares a macrofagos

Linea histiocitica celular humana

: (3-[(3-Colamidopropil)dimetilamonio]-1-propansul fonato)
: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

: Medio Eagle modificado por Dulbecco

: DMEM suplementado con suero fetal de bovino al 10%
- Acido etilendiaminotetracético

: Linea celular epitelial humana

: Resistencia a kanamicina

- Miles de pares de bases

: Miles de Daltons

: Dosis letal 50

: Lipopolisacérido

: Membrana externa

: Membrana interna

: Multiplicidad de infeccion

- Densidad optica a 600 nm

: Tampén fosfato salino

: Fenilmetilsulfonil fluoruro

: Dodecilsulfato de sodio

: Isla de patogenicidad de Sal/monella

- Acido tricloroacético

- resistencia a tetraciclina

: Tris-(hidroximetil}-aminometano

: Unidades formadoras de colonias

: Unidades formadoras de placa

: 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato, sustrato para fosfatasa alcalina

X1V




RESUMEN

Salmonella typhi es un patdgeno exclusivo del ser humano, capaz de atravesar el
epitelio intestinal y proliferar dentro del macréfago, situacion en que enfrenta drasticos
cambios ambientales, a los cuales debe adaptarse para sobrevivir y persistir dentro del
hospedero. Una de las condiciones que encuentra S. fyphi es la baja disponibilidad de
oxigeno. Se conoce, que la anaerobiosis junto a otras sefiales ambientales regulan en
forma coordinada la expresion de genes de virulencia. La anaerobiosis, potencia la
capacidad invasiva de S. typhi a células epiteliales en cultivo. Sin embargo, atm no se ha
identificado los genes responsables de ello. Se propone, que las proteinas de superficie
de la bacteria tendrfan un rol fundamental en la patogenicidad, ya que son ellas las que
establecen un contacto directo con las células epiteliales. Por esta razon se estudié las
proteinas de la ME de S. #phi Ty2 cultivadas en aerobiosis y anaerobiosis, lo que
permitié demostrar la induccion de al menos siete proteinas en anaerobiosis, de 100, 80,
50, 46, 44, 36, 25 y 20 kDa, respectivamente.

Esta tesis plante6 la hipétesis de que las proteinas de la ME de S. fyphi inducidas
en anaerobiosis participan en el proceso de invasion de células epiteliales, donde Ia baja
disponibilidad de oxigeno gatillaria la expresion de proteinas de superficie de la bacteria,
determinando un fenotipo mejor dotado para la invasion de los epitelios.

Para establecer el rol en invasion de al menos una de las proteinas inducidas en
anaerobiosis, se utilizo la estrategia conocida como genética reversa. Para ello se
identifico las proteinas de interés mediante secuenciacién N-terminal. Las secuencias
analizadas en los bancos de datos mediante el programa BlastP, indicaron similitud de la
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proteina de 100 kDa, Aipl, (anaerobically induced protein I} con la alcohol
deshidrogenasa (AdhE) de S. typhimurium y E. coli. La de 50 kDa con la flagelina de S.
typhi, la de 46 y 44 kDa con las porina MalL. y PhoE, respectivamente, ambas de 5.
typhimurium. La de 20 kDa, no presenté similitudes en los bancos de datos, lo que
sugiere la Nidentiﬁcacién de una proteina quiza especifica de S. typhi. La proteina de 80
kDa parece tener el N-terminal bloqueado y la de 36 kDa, correspondié a OmpC,
previamente identificada en la literatura.

En base a la secuencia reportada para el gen adhE de S. typhimurium cn
GenBank, se disefi¢ partidores para amplificar por PCR la regién 5° del gen aipl. El
producto de 500 pb fue secuenciado y analizado mediante BlastN en los bancos de datos
de NCBI y Sanger Centre, lo que permitié confirmar la similitud de aip con adhE y
ubicar el ORF completo del gen aip/ dentro del contig 352 de Sanger Centre. El
fragmento aipl se clon6 en el vector suicida pGP704 (pNM2), utilizado entonces para
transformar la cepa receptora, donde éste puede insertarse en el alelo cromosomal
silvestre. Construidas las mutantes S. #yphi:pNM2 aipl (TYT2006) y la S
typhimurium::;pNM2 adhE (NPMI), éstas se analizaron mediante Southern blot,
comprobandose la insercién de pNM2 en el gen blanco. Enseguida fueron caracterizadas
genéticamente y en cuanto a sus propiedades fisicas y bioquimicas. Ninguna de las
mutantes pressenté defectos importantes de crecimiento en aerobiosis o anaerobiosis,
tampoco deficiencias metabdlicas, motilidad disminuida o alteraciones del LPS. El
analisis de las proteinas de la ME, demostro la ausencia de Aipi en la mutante TYT2006
crecida en anacrobiosis. M4s aun, se observo un efecto pleiotropico de la mutacion de

aipl, reflejado por la aparicion de una banda de alrededor de 150 kDa y por una OmpC
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disminuida en anaerobiosis. Incluso OmpF no se detecta en aerobiosis. Tal evidencia
sugiere un rol estructural o regulatorio de Aipl en la ME de S. typhi. En cuanto al
fenotipo invasor de TYT2006 ensayado en células HEp-2 en culiivo, se demostré una
drastica disminucién de su capacidad invasiva, mostrando un indice de invasion de 4 %
del de la cepa Ty2 silvestre (100 %). Por el contrario, la mutante NPM1 no presenté un
fenotipo invasor disminuido, ni tampoco evidencio cambios en las proteinas de la ME.
Mis atin, en ensayos de virulencia in vivo, no resulté atenuada en el raton.

Aipl de S. fyphi parece no tener la misma funcion que la AdhE de S
typhimurium, ya que la mutacién del gen adhE no afecta el fenotipo invasor ni la
composicién de las proteinas de la ME de la bacteria.

Como estrategia alternativa para la obtencion de mutantes de S. typhi que afecten
proteinas de la ME, se utilizo el transposén TnphoA. De las 4000 mutantes obtenidas,
siete mostraron graves defectos en la invasion de células HEp-2 en cultivo. Una de ellas,
la mutante TYT1979, resulté deficiente en una proteina de la ME. -~

En conclusion, la ausencia de algunas proteinas de la superfice de S. typhi,
reguladas por anaerobiosis, disminuye su capacidad para invadir células epiteliales de

origen humano en cultivo.
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SUMMARY

Salmonella typhi is a pathogen, exclusive to humans, that is able to invade the
intestinal epithelial barrier and to proliferate inside macrophages. During this invasion it
encounters drastic environmental changes to which it has to adapt in order to survive and
persist inside the host. One of the conditions encountered is low oxygen availability. It is
known, that anaerobiosis, together with other environmental signals, regulate the
expression of virulence genes in a coordinated way. Anaerobiosis potentiates the
capacity of S. fyphi to invade cultured epithelial cells. However, the responsible genes
are still unidentified. It is proposed, that bacterial surface proteins may play a
fundamental role in pathogenicity, because they establish direct contact with the
epithelial cells. For that reason, a comparision was made of the outer membrane proteins
of 8. typhi grown under aerobic and anaerobic conditions. The induction of at least seven
proteins in anaerobiosis, of 100, 80, 50, 46, 44, 36, 25 and 20 kDa, respectively, was
observed.

This work investigates the hypothesis that the anaerobically induced outer
membrane proteins from S. fyphi are involved in the epithelial cell invasion process,
where low oxygen availability may trigger the bacterial surface protein expression. This
may promote the invasion of epithelia cells.

In order to establish the role in invasion of at least one of the anaerobically
induced proteins, we used a reverse genetic approach. Proteins of interest were identified
by N-terminal sequencing and BlastP searches of data banks. Sequence comparision

revealed significant similarity between the 100 kDa protein, Aipl (anaerobically induce
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protein I), and alcohol dehydrogenase (AdhE) of S. typhinmurium and E. coli, the 50 kDa
protein with S. fyphi flagellin, the 46 and 44 kDa protein with MalL and PhoE porins
respectively, both of S. typhimurium. No similarities could be found in data bases, with
the 20 kDa protein, suggesting that this protein could perhaps be specific to S. fyphi. Of
the two remaining proteins, the 80 kDa protein, may have a blocked N-terminal and the
36 kDa, corresponded to OmpC, previously identified in the literature.

Based on the S. typhimurium adhE gene sequence reported in GenBark, primers
were designed for the PCR amplification of the 5° region of the aip/ gene. The 500 bp
product was sequenced and analized by BlastN in NCBI and Sanger Centre data bases,
confirming the similarity between aipl with adhE and permitted the identification of the
putative complete ORF of aip! within contig 352 (Sanger Centre). The aip/ fragment
was cloned in a suicide vector pGP704 (pNM2) that was subsequentaly used to
transform receptor strains, where it integrated into the corresponding wild type
chromosomal gene. Two such mutants termed S. &yphizpNM2 aipl (TYT2006) and S.
typhimurium::;pNM2  adhE | (NPM1), were analyzed by Southern hybridization,
corroborating the insertion of pNM2 in the target gene. The mutants were then
genetically characterized and certain aspects of their biochemistry was studied. Neither
mutant showed significant defect in aerobic or anaerobic growth, nor did they showed
metabolic differences, diminished motility or LPS alterations. An analysis of the outer
membrane proteins, demonstrated that Aipl was absent in the anaerobically grown
mutant TYT2006. Correlated, with the aip!/ mutation was the appearence of a 150 kDa

band in anaerobiosis and by a decrease in OmpC, suggesting a pleiotropic effect of the




aipl mutation. Even in aerobiosis OmpF was not detected. Such evidence suggests a
structural or regulatory role of Aipl in the S. typhi outer membrane.

The ability of S. fyphi::;pNM2 to invade HEp-2 cultured cells was assayed. An
invasion index of 4 % of the wild type Ty2 strain (100 %) was observed. In contrast, a S.
typhimurium::pNM2 (NPM1) mutant did not show significant outer membrane protein
changes. Moreover, alteration was not observed in mice subjected to an in vivo virulence
assays.

Aipl of S. typhi do not appear to have the same function of AdhE of S.
typhimurium, because the mutation of adhE gene did not affect the invasion phenotype,
nor the outer membrane proteins composition.

As an alternative strategy to obtain S. #phi mutants affected in outer membrane
proteins, the TnphoA transposon was used to mutagenized S. fyphi Ty2. Of the 4000
mutants obtained, seven showed significantly reduced capacity to invade cultured Hiip-2
cells. One of them, mutant TYT1979, was missing an outer membrane protein.

In conclusion, the absense of some S. fyphi surface proteins regulated by

anaerobiosis affect its ability to invade cultured epitheilal cells of human origen.
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1. INTRODUCCION

Entre las bacterias de la familia Enterobacteriaceae, €l género Salmonella
constituye un grupo de mas de 2200 serovares distintos, siendo los principales agentes
etiologicos de una variedad de enfermedades, tanto en el hombre como en animales.
Ocasionan patologias como la gastroenteritis autolimitada, la bacteremia y la fiebre
entérica (tifoidea y paratifoidea). Algunas especies, como S. enteritidis, infecta a un gran
niimero de aves y mamiferos, incluido el ser humano. Otras especies, por el contrario, se
encuentran adaptadas a un hospedero especifico, como es el caso de Salmorella typhi
(Jones, 1996).

S. typhi, es ¢l agente causal de la fiebre tifoidea en el hombre, siendo éste su
tnico hospedero conocido y reservorio natural del microorganismo, por lo que se le
considera un patogeno exclusivo del hombre. S. #yphi es considerada como una infeccion
endémica en los paises en desarrollo, debido a las deficientes condiciones sanitarias
ambientales existentes en estos paises. Aunque la incidencia de la fiebre tifoidea ha
disminuido en Chile, constituye ain un importante problema de salud publica a nivel
mundial. Se estiman en alrededor de 17 millones los casos anuales de fiebre tifoidea en
el mundo (Pang, 1998), por ello se hace imprescindible implementar nuevas y mejores
estrategias para el control y prevencion de esta enfermedad, orientando los esfuerzos
hacia el tratamiento de aguas v al desarrollo de vacunas mas eficaces que las conocidas
hasta hoy (Levine y col., 1989; Pang, 1998). Tal desafio implica necesariamente conocer
y establecer las bases moleculares de los mecanismos de patogenicidad de S. fyphi, lo

cual permitira abordar el problema desde perspectivas mas novedosas y eficaces.
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El ciclo infectivo de S. fyphi se inicia cuando el hombre ingiere agua o alimentos
contaminados con heces humanas, pudiendo resistir los mecanismos de defensa
presentes en ¢l hospedero hasta alcanzar ¢l ileo distal. Entoces la bacteria se adhiere ¢
invade la barrera epitelial intestinal, penetrando a través de las células M de las placas de
Peyer, asi como por los enterocitos. Se genera entonces un flujo de macrofagos en la
lamina propia, donde S. typhi es capaz de sobrevivir y [.Jroliferar, para luego alcanzar la
sangre, desencadenando asi la fiebre tifoidea. En algunos individuos puede asentarse en
la vesicula biliar, provocando un estado de portador cronico (Finlay y Falkow, 1989;
Kohbata y col., 1986).

A pesar de que el ciclo infectivo de S. fyphi parece bien caracterizado a mivel
fisiolégico, no ocurre lo mismo a nivel molecular. Sélo en los dltimos afios se ha
comenzando a establecer los mecanismos moleculares de la invasién por Salmoneila,
describiéndose dos etapas clave para el ciclo infectivo. Una es la invasion del epitelio
intestinal y la segunda, la sobrevida y proliferacién dentro del macrofago, lo que le
permite diseminarse y persistir en el sistema reticuloendotelial de su hospedero (Jones,
1996). Debido a que S. fyphi es un patgeno muy adaptado al ser humano, el estudio de
los mecanismos moleculares de patogenicidad ha resultado dificil, ya que no existe un
animal, modelo de laboratorio, que permita reproducir experimentalmente la
enfermedad. Es por esto que algunos investigadores han estado estableciendo analogias
entre la fiebre tifoidea del hombre, causada por S. fyphi y una enfermedad similar
producida por S. fyphimurium en el ratén. No obstante, ambas especies de Salmonella
producen enfermedades muy diferentes en el ser humano (Béumler, 1997, Selander y

col., 1991). Ademas, ha quedado demostrado que aunque existen obvias semejanzas




entre las dos enfermedades, las diferencias entre ellas limitan las proyecciones que se
puedan hacer desde el raton-S.typhimurium al hombre-S. fyphi. Por ejemplo, mutantes
galE de S. typhimurium son de virulencia muy reducida en ratones y terneros (Clarke y
Gyles, 1986). En cambio, mutantes gal® viaB de S. typhi Ty2 retienen virulencia en
humanos (Home y col., 1988). Estudios a nivel evolutivo, entre los serotipos de
Salmonella, sugieren que el linaje filogenético de S. fyphi es muy antiguo y que la
adaptacion al ser humano seria un acontecimiento reciente mediado por la adquisicion
horizontal de genes (Pang, 1998; Selander y col, 1991). Una de las diferencias
potencialmente importantes entre S. typhi y S. typhimurium es €l ordenamiento de los
genes cromosomales. En S. #yphi existen inversiones y transposiciones en siete
segmentos de DNA, entre los operones rrn y al menos tres inserciones y rearreglos
cromosomales que no han sido detectados en S. fyphimurium (Liwy Sanderson, 1995) y
que podrian tener un rol en la virulencia de S. #typhi. Ademas, S. fyphi no porta un
plasmidio codificante de genes involucrados en virulencia como lo hace S. fyphimurium
(Galén, 1996). Por otro lado, se ha demostrado, que el lipopolisacarido (LPS) es esencial
para que S. fyphi pueda invadir células HeLa (Mroczenski-Wildey y col., 1989). En
cambio, en S. fyphimurium no se requiriria de un LPS intacto para este proceso
(Giannella y col., 1973), aunque se le ha definido como un importante factor de
virulencia en el raton. El rol del flagelo también varia entre ambas especies. La
motilidad afecta ¢l fenotipe invasor de S. typhi, no asi el de S. typhimurium (Liu y col.,
1988). Por otro lado, la utilizacién de lineas celulares en ensayos de virulencia in vitro,
ha apuntado en reiteradas ocasiones la existencia de una relacion directa entre la

virulencia de la bacteria in vivo y su capacidad de invadir ceélulas epiteliales y sobrevivir




dentro de macrofagos en cultivo (Arricau y col., 1998; Hong y Miller, 1998). Por lo
tanto, se debe ser muy cauteloso a el momento de interpretar los resultados obtenidos
acerca de los mecanismos de patogenicidad de S. ryphi, a partir de cualquier otro modelo
que no sea el natural.

Los mecanismos por los cuales un patégeno invade son en la actualidad motivo
de gran interés. Estrategias genéticas y el empleo de cultivos continuos de células de
origen animal, han facilitado enormemente Ia comprension de la bioquimica y biologia
celular del proceso de invasion. La adherencia y penetracion a las células epiteliales de
la mucosa intestinal son las primeras etapas en el establecimiento de la infeccién por
Salmonella y también por otros patégenos entéricos.

Se ha comprobado, que las proteinas de la ME son indispensables para la invasién de
los epitelios y para la resistencia dentro del macréfago, de manera que mutantes en estas
proteinas de ME resultan atenuadas en su virulencia. Esto ha sido bien estudiado en
Yersinia pseudotuberculosis, Yersinia enterocolitica, Shigella flexneri, Escherichia coli
enteropatogénica y diversas especies de Salmonella (Isberg y col., 1987; Michiels y col.,
1990; Hermant y col., 1995; Galan, 1996), donde se ha demostrado que las estructuras
de la superficie bacteriana son fundamentales, ya que ellas estan expuestas al exterior,
estableciendo el contacto con los epitelios, células especificas y elementos humorales de
las defensas del hospedero (Peterson y Quie, 1981).

El patégeno mejor estudiado es Yersinia pseudotuberculosis, en el cual una proteina
de la ME denominada invasina, es capaz de mediar la internalizacion de la bacteria a
células epiteliales (Isberg y col., 1987). En el caso de Y. enterocolitica, se identificé un

locus adicional al inv, denominado aif, que también codifica una proteina de ME,




principal responsable de la invasividad de esta especie (Miller y Falkow, 1988). En tpdas
las especies de Yersinia existen plasmidios que contribuyen a la virulencia, codificando
las proteinas de secrecion, denominadas Yops, que transitoriamente se localizan en la
ME, participando en la adherencia de Ia bacteria a la mucosa intestinal (Cornelis y col.,
1989b). Una de ellas, YopH, es una fosfatasa que aparece antagonizando el efecto
inductor de la invasina (Isberg y Van Nhieu, 1994).

En estudios de virulencia con cepas patogenas de Shigella, se ha observado que éstas
inducen su internalizacion en las células de la mucosa del colon. La mayoria de los
genes necesarios para la virulencia de Shigella se encuentran en plasmidios grandes, de
alrededor de 220 kb. Los genes ipa, codificados en ellos, son necesarios para la invasion
de células Hela y para que la bacteria pueda escapar de la vesicula endocitica en que
queda encerrada cuando invade la célula hospedera (Maurelli, 1992). Dos de estos
genes, ipaB e ipaC codifican proteinas que son expuestas en la superficie de la bacteria
(ME) v luego secretadas al medio extracelular. La mutacion de los genes ipaB, ipaC o
ipaD) reduce drasticamente la invasividad del patégeno (Hermant y col., 1995).

La adherencia e invasion del epitelio intestinal en Sa/monella son también etapas
claves en el establecimiento de la infeccion. Tal es el caso de S. typhimurium, capaz de
inducir su internalizacion en células epiteliales no fagociticas del raton. El estudio de
mutantes defectuosas en estos procesos, principaimente en ensayos con lineas celulares
epiteliales en cultivo, ha permitido comenzar a dilucidar los mecanismos por los cuales

Salmonelia logra acceder al interior de su hospedero y sobrevivir dentro de él. El

proceso de entrada de S. typhimurium resulté ser mucho mas complejo que el de




Yersinia o Shigella (Galan, 1996), y en el cual también participan genes codificados en
un plasmidio de virulencia.

Estudios recientes, enfocados hacia el conocimiento de las bases celulares del
proceso de invasion de Salmonella, han permitido demostrar que S. fyphimurium
atraviesa la barrera epitelial del intestino del raton desde la superficie apical hacia el
tejido subyacente, induciendo importantes cambios morfologicos en el epitelio. La
infeccion del hospedero se inicia a través de las células M residentes en las placas de
Peyer, lo que permite la invasion de los enterocitos y la penetracién a tejidos mas
profundos (Jones, 1996; Penheiter, 1997). S. fyphi, analizada en el mismo modelo de
segmento ligado de ileo de ratdn, produjo un dafio menor a las células M, sin alterar los
enterocitos del epitelio (Kohbata y col., 1986). Hechos similares han sido comunicados a
partir de estudios de invasion realizados en lineas celulares epiteliales en cultivo (Bliska
y col., 1993; Ginnocchio y col., 1994). Al momento de contactar la célula eucaridtica,
tanto S. fyphi como S. fyphimurium, inducen el reordenamiento tramsitorio del
citoesqueleto de la célula, debido a la polimerizacion de microfilamentos de actina, que
conducen a movimientos ondulatorios de la membrana celular denominados “ruffling®,
que finalmente permiten englobar a la bacteria (Pace y col., 1993). El patégeno
permanece dentro de esta vacuola e inicia la formacion de Sifs (Salmonelia induced
filaments) y luego la replicacién intracelular (Mills y Finlay, 1994). Tales eventos van
acompafiados de un aumento en la concentracién de Ca™ intracelular ¥y una captacion
masiva de fluido extracelular o macropinocitosis (Pace y col., 1993; Garcia del Portillo y

Finlay, 1994),




También en la bacteria se pueden observar cambios. Cuando S. fyphimurium
contacta la célula blanco, se inicia la formacién de estructuras supramoleculares en su
superficie, denominadas invasomas (Ginnocchio y col., 1994) y se estimula ademas la
secrecion de proteinas especificas para la invasion, como SipABCD (Zhou y col., 1999),
SopE e InvJ (Hermant y col.,, 1995; Zierler y Galan, 1995; Galan, 1996). Estas son
secretadas por el sistema tipo 111 o dependiente de contacto, el cual se considera como
especifico para la secrecion y translocacién directa de ciertos factores de virulencia al
citoplasma de la c€lula blanco (Wood y col., 1996; Lee, 1997; Collazo y Galan, 1997).
Los invasomas son estructuras filamentosas transientes, que no requieren sintesis de
novo y que desaparecen luego de inictado el proceso de invasion, por lo que se les ha
relacionado con este sistema de secrecion-exportacion, especifico de proteinas dirigidas
hacia el ambiente extracelular, descrito en Safmonella y en otra variedad de patégenos
animales y de plantas, tales como Shigella, Yersinia, Pseudomonas y Erwinia (Kaniga y
col., 1995; Lee, 1997). No obstante, un estudio mas reciente informo que este sitema
tipo III (SPI I), no seria requerido para la formacién de los invasomas en S.
typhimurium, ya que mutantes en genes invA, invG, prgf o sipC aun los presentaban en
su superticie (Reed y col., 1998).

Cada una de las etapas descritas, tanto desde el punto de vista de la célula
eucariote como del patogeno, es esencial. De hecho, mutantes de S. typhimurium
defectuosas en invasion fueron incapaces de inducir estos cambios en las células
epiteliales (Ginnocchio y col., 1994). La célula por su parte cumple un rol activo, ya que
al ser inhibida la polimerizacion de actina mediante citocalasinas, es posible bloquear el

proceso de internalizacion de la bacteria (Jones, 1996).




Un gran numero de loci genéticos involucrados en invasion ha sido identificado
en distintos laboratorios. En una primera etapa, se identificé una region cromosomal que
codificaba al menos 10 genes necesarios para la invasion de S. typhimurium. Entre ellos,
invA codifica para una proteina integral de membrana interna, homdloga a otras
proteinas bacterianas que acthan en la exportacién de polipéptidos. Inserciones de
TnphoA en inv4 e invB virtualmente eliminan la capacidad invasora de las bacteria, pero
no afectan la adherencia (Ginnocchio y col., 1992). invC codifica para una ATPasa
involucrada en el proceso de secrecion (Galan y Curtis III, 1989). Mas tarde, se
caracterizo invE, cuyo producto gatilla la internalizacion de la bacteria en células
epiteliales, homologo a MxiC de Shigella y YopN de Yersinia, indispensables para la
entrada de estas bacterias a células no fagociticas. Mutantes invE se adhieren a la célula
epitelial pero no inducen su internalizacién (Ginnocchio y col., 1992). Otro gen, invH,
codifica para una proteina de membrana necesaria para la adherencia e invasion en
varios serotipos de Salmonella (Altmeyer y col., 1993). El producto del gen inv/ no
posee secuencia sefial de exportacion y sin embargo, es excretado al medio de cultivo,
mediante un sistema de secrecion constituido por los productos de los genes inv (Lee,
1997).

En el caso de S. fyphi, esta estrategia de clonamiento de genes de invasividad no
resultd tan exitosa, ya que sélo se aislod clones de E. coli que invadieron células Henle
407 entre un 4 % a 7% de lo mostrado por la cepa silvestre (Elsinghorst y col., 1989). En
S. typhimurium, una regién homéloga a la encontrada en S. #yphi, fue clonada en E. coli,
pero no fue capaz de conferirle la capacidad de invadir células Henle 407 (Elsinghorst y

col., 1989),




Estos antecedentes sugieren que la expresion del fenotipo invasor de Salmonella
es multifactorial, ya que se requiere de varios loci cromosomales para la manifestacion
de una invasividad plena.

Estudios genéticos posteriores, en S. fyphimurium, consistieron en clonar genes
provenientes de una cepa virulenta, que complementaran a una cepa que no lo fuera para
el ratén. De esta forma se identificé un locus distinto al descrito por Elsinghorst y col.,
(1989), que tambien se denominé inv (Galan y Curtiss III, 1989). Otra estrategia
experimental, consistié en la obtencion de mutantes no invasoras generadas por
insercion al azar de transposones como Tnl0, Tnphod y derivados de Mu en el
cromosoma de S. fyphimurium. Las mutantes inv obtenidas resultaron atenuadas por la
via oral en el raton, segin la determinacion de su LDsg, no asi por la via intraperitoneal
(Galan y Curtiss III, 1991). Ello permitié demostrar, que el locus inv de S. yphimurium
estaba compuesto de al menos 13 genes, también presentes en S. fphi.

Hasta la fecha se ha identificado un gran nimero de genes involucrados en el
proceso de invasion de células epiteliales. Estos se encuentra agrupados en regiones
discretas del cromosoma de Salmornella, las cuales han sido denominadas “islas de
patogenicidad”. Estas al parecer fueron adquiridas por transferencia horizontal, ya que
presentan un contenido G+C menor que el resto del cromosoma (Hacker y col., 1997).
En S. typhimurium ya se han descrito cinco islas de patogenicidad (SPI), las cuales estan
presentes en cepas virulentas, pero ausentes en cepas no virulentas (Galan, 1996; Shea y
col., 1996; Blanc-Potard y Groisman, 1997; Wong y col., 1998; Wood vy col., 1998).

Tres de estas SPI se han descrito también en S. typhi (SPI I, I y IT]). Los alrededor de 30

genes involucrados en la invasién del epitelio intestinal se encuentran agrupados en el
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centisoma 63, en una region discreta de 40 kb, especifica del geénero Salmonella,
denominada SPI I (Galan, 1996). En ella se encuentran codificados €l sistema de
secrecion tipo III (inv-spa), las proteinas especificas de invasion (sipABCD; invF, entre
otros) v las proteinas regulatorias (A4il4) (Bajaj y col., 1996).

Por el contrario, la isla de patogenicidad II (SPI II), fue descubierta mediante un
enfoque experimental diferente. Se encontré por seleccidén negativa de mutantes S.
typhimurium incapaces de sobrevivir en el raton al ser administradas por via
intraperitoneal. La region afectada por las mutaciones comprendio una region de
alrededor de 40 kb localizada en el centisoma 31 del cromosoma y cuyos productos
génicos deducidos presentaron homologia con el sistema de secrecion tipe III (Shea y
col., 1996).

La aplicacion de los distintos enfoques experimentales descritos, ha demostrado
que no solo los genes tradicionalmente involucrados en el proceso de invasién son
importantes para la virulencia de Salmonella, sino también algunos genes implicados en
el metabolismo general o también llamados “housekeeping genes”. Probablemente estos
genes metabdlicos pueden estar contribuyendo a la sobrevida y persistencia del patogeno
en condiciones limitantes de nutrientes (Heithoff y col., 1997). Tales resultados vuelven
a plantear la pregunta acerca de cual es la definicién de factores de virulencia, que en un
sentido mas amplio acepta, que cualquier propiedad que le permita al patdgeno entrar,
crecer o sobrevivir dentro de su hospedero. Por ejemplo, antigenos de superficie que
evadan al complemento, mecanismos de adhesion a la célula blanco, sistemas de

adaptacion a las fluctuaciones ambientales € incluso la presencia de enzimas que le

permita sintetizar nutrientes ausentes en el hospedero (Slauch y col., 1997).




1

La- interaccion patogeno-hospedero, en el ciclo infectivo de un parésito
intraceluar facultativo, es un proceso dindmico, durante el cual la bacteria estd expuesta
a diversos ambientes intra- y extraceluares, los cuales son “percibidos™ por el patogeno,
provocando una respuesta adaptativa que le permite sobrevivir en las nuevas condiciones
(Mekalanos, 1992).

En la actualidad, se dispone de evidencias claras que demuestran que Ia
expresion de los determinantes de virulencia bacterianos estan regulados por sefiales
ambientales (Slauch y col., 1997; Bajaj y col., 1996). Por ejemplo, la expresion de
muchos genes requeridos para la invasion de células epiteliales, estd finamente regulada
en respuesta a las condiciones que encuentra la bacteria en el interior de su hospedero,
donde prima la baja disponibilidad de oxigeno, la carencia de hierro y la alta
osmolaridad, entre otros {Mekalanos, 1992; Bajaj y col., 1996).

Es asi como el fenotipo virulento de Shigella spp. es regulado a través de la
temperatura, de modo que solo las bacterias cultivadas a 37°C son invasoras, no asi las
crecidas a 30°C (Maurelli y Sansonetti, 1988). En este caso, la respuesta a la temperatura
esta regulada a nivel transcripcional por el gen cromosomal virR, que regula al gen virB
plasmidial, cuyo producto es el activador transcripcional de los genes ipa (Maurelli y
Sansonetti, 1988). Una situacion semejante ocurre en especies de Yersinia. En ellas los
genes yop se expresan unicamente a 37°C, siendo regulada la expresion por el activador
transcripcional VirF, que ademas es el sensor de temperatura y de la concentracion de
Ca"? intracelular (Comnelis y col., 1989a). En Vibrio cholerae, 1a expresion de la toxina

del colera (CT) y de los pili TCP es dptima en el rango fisiolégico de osmolaridad de los

tejidos del hospedero, siendo mediado el efecto por ToxR, que ademas responde a otras
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sefiales como pH, temperatura y disponibilidad de ciertos aminoacidos (Miller y
Mekalanos, 1988). En S. nphimurium, la expresion del gen invAd es inducida en alta
osmolaridad, condicion que afecta el grado de enrollamiento del DNA, al igual que la
temperatura (Galan y Curtiss III, 1990). También, se ha demostrado que S. phimurium
crecida en condiciones anaerobicas potencia su capacidad invasora a células en cultivo
respecto de la bacteria crecida en aerobiosis (Schiemann y Shope, 1991). Ademas, se ha
aislado genes inducidos en anaerobiosis. Por ejemplo, €l gen org4 codificado en la SPI
1, descrito tanto en S. typhimuirum como S. fyphi, al ser mutado disminuye
drasticamente la capacidad invasiva de ambas bacterias. La proteina deducida de este
gen no presenta similitud con proteinas conocidas, desconociéndose a la fecha su
funcion y relacion con el fenotipo invasor (Jones y Falkow, 1994).

La expresion de muchos, sino todos los genes requeridos para la invasion en S.
typhimurium son regulados en respuesta al medioambiente (Mekalanos, 1992), de modo
que la invasion es inducida sélo en alta osmolaridad, pH alcalino y baja disponibilidad
de oxigeno, siendo por el contrario, reprimida por el sistema regulador de dos
componentes PhoP/QQ, asociado a la capacidad de sobrevivir y proliferar dentro del
macrofago (Pegues y col., 1995; Slauch y col., 1997). Todas estas condiciones deben
ocurrir en forma simultanea para obtener una expresion génica significativa. Los genes
esenciales para la invasion de S. fyphimurium son regulados en forma coordinada a
través de la accidon del activador transcripcional HilA y SirA (Bajaj y col, 1996;

Johnston y col., 1996). hil4 (Lee y col., 1992) se encuentra codificado en ia SPI 1 y

pertenece a la familia de activadores transcripcionales OmpR/ToxR (Bajaj y col., 1995).
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El sistema phoP/phoQ, descrito en S. typhimurium y S. typhi (Pegues y col.,
1995; Baker y col., 1997), regula la expresion de los genes pag (activados por PhoP) y
los genes prg (reprimidos por PhoP), involucrados en la capacidad de sobrevivir dentro
del macrofago (Miller y col., 1991), asi como también en la coordinacion de la
regulacion del fenotipo invasor en células epiteliales a través de los genes prgH y hild
(Bajaj y col., 1996; Baker y col., 1999). Notablemente, el producto del gen pagC ha sido
caracterizado como una proteina de ME esencial para la sobrevivencia dentro del
macrofago (Pulkkinen y Miller, 1991). PagC posee homologia con otras proteinas de la
ME previamente caracterizadas, como Ail de Y. enterocolitica y OmpX de E. cloacae
{(Pulkkinen y Miller, 1991). Sin embargo, ain se desconoce como la presencia de PagC
en la superficie bacteriana logra el efecto protecior. Resultados analogos han sido
obtenidos en nuestro laboratorio para la porina OmpC de S. #fyphi, donde su
mutagenizacion afecto el indice de proliferacidn intracelular de S. fyphi en células HEp-
2 en cultivo, no asi su capacidad invasora (Contreras, 1994),

En el caso de S. fyphi, la mayoria de los genes de invasién y virulencia que se
han identificado hasta hoy son homoélogos a los reportados para S. fyphimurium. Asi
ocurrio en un estudio reciente, donde se caracterizo un grupo de 16 mutantes de S. fyphi
afectadas en invasién, obtenidas por insercion al azar del transposén TnphoA,
reportandose en la mayoria de ellas mutaciones en los genes invG y prgH, homologos a
los de S. typhimurium (Leclerc y col., 1998). El analisis de la expresion de la fusiones
génicas en respuesta a varios estimulos ambientales, demostré que invG y prgH se
inducen en alta osmolaridad, fase de crecimiento logaritmica y baja disponibilidad de

oxigeno. Ademas, invG resulto regulado por el nivel de enrollamiento del DNA. Tales
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resultados, hacen suponer que aun existen algunos genes no descubiertos, dado que
ambas especies causan distintos tipo de enfermedad en el humano.

La virulencia de S. typhi parece estar relacionada también con la presencia del
antigeno capsular Vi, En aquellas cepas que se expresa el antigeno Vi, la secrecién de
las proteinas Sip y flagelina estd impedida (Arricau y col., 1998). El sistema regulador
de dos componentes, RcsB/ResC, modula en forma diferencial la expresion de Sip,
flagelina y Vi en respuesta a los cambios de osmolaridad en el medio. En condiciones de
baja osmolaridad, la trascripcion de los genes iagA, invF y sipB es negativamente
controlada por el regulador ResB, siendo la produccion de Vi maxima. A medida que la
osmolaridad en el medio aumenta, la transcripcion de estos genes se va incrementando y
la sintesis del polisacarido Vi va disminuyendo. El producto del gen iag4, por su parte,
se involucra en la transcripcion de los genes invF y sipB, 1a cual ocurre en forma
selectiva durante la fase de crecimiento exponencial y en 0.3M de NaCl. Como es de
esperar y dado el rol esencial de la proteinas Sip y la motilidad en la entrada de S. typhi a
las células epiteliales, se concluye que RcsB y osmolaridad modulan la capacidad
invasora de S. fyphi. Lo que en este caso confirmaria la respuesta adaptativa del
patogeno a las distintas condiciones ambientales que encuentra durante su ciclo
infectivo.

En nuestro laboratorio hemos estado interesados en el estudio de los mecanismos
moleculares de patogenicidad de S. typhi, particularmente en los eventos tempranos de la

infeccion, que incluyen Ia interaccion de la bacteria con las células epiteliales del lumen

intestinal y la capacidad de sobrevivir y proliferar en los macréfagos humanos.
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Una de las condiciones que encuentra S. #yphi dentro de su hospedero, tanto en el
intestino como en los tejidos, es la baja disponibilidad de oxigeno. En la literatura se
encuentran antecedentes’ que demuestran que en E. coli y S. typhimurium existe
regulacion génica en funcién de la disponibilidad de oxigeno (Spiro y Guest, 1991; Emst
y col, 1990). Cuando las bacterias son crecidas en anaerobiosis, numerosos genes
involucrados en la respiracion aerobica son reprimidos, en tanto que otros genes de las
vias fermentativas o de la respiracion anaerobica son inducidos (Strauch y col., 1985;
Spiro y Guest, 1991). También se han descrito sistemas reguladores globales en E. coli,
como el sistema ArcB/ArcA y el factor transcripcional Fnr (OxrA en S. typhimurium),
que responden a la ausencia de oxigeno regulan la expresion de enzimas metabdlicas.
No obstante, el mecanismo por el cual ellos detectan los cambios en los niveles de
oxigeno aun se desconocen (Gennis y Stewart, 1996).

Se ha demostrado que el cultivo previo de las bacterias en condiciones
anaerobicas potencia la capacidad invasora de S. typhi v S. choleraesuis a células
MDCK (Lee y Falkow, 1990). Resultados similares se obtuvieron para S. fyphimurium
sobre c€lulas HEp-2 y Henle (Emst y col., 1990). En tanto, en nuestro laboratorio se
demostro, que S. typhi cultivada en condiciones anaer¢bicas invade y prolifera mejor en
células HEp-2 y U937, que las bacterias crecidas en aerobiosis (Contreras, 1994). Con el
fin de identificar los genes responsables de la potenciacion de este fenotipo invasor y en
base a los antecedentes recopilados en la literatura acerca de la participacion de las
proteinas de 1a superficie de las bacterias en la adhesion e invasion de células epiteliales,
se propuso examinar las proteinas de la ME de S. typhi crecidas en aerobiosis y

anaerobiosis, respectivamente. El andlisis en geles SDS-PAGE mostro la induccion de al
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menos siete proteinas por la condicién ambiental anaerobica, mientras que otras

resultaron reprimidas (Contreras y col., 1997).

2. HIPOTESIS

Algunas de las proteinas de la ME de S. fyphi inducidas en anaerobiosis

participan en el proceso de invasion (entrada) a c€lulas epiteliales HEp-2 en cultivo.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Este trabajo de tesis propone establecer el rol, de al menos una de las proteinas
de la ME de S. typhi inducida en anaerobiosis, en el proceso de invasion (entrada) de
celulas epiteliales de origen humano (HEp-2) en cultivo. Para ello se generara S. fyphi
mutantes en estas proteinas de la ME, mediante la estrategia conocida como genética
reversa. En paralelo, se utilizard métodos clasicos, como la mutagénesis con el
transposon Tnphod. Esta aproximacion experimental nos permitira inferir el papel de

dicha proteina en el proceso de invasion del epitelio intestinal de su hospedero natural, el

ser humano.
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3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Aislamiento de las proteinas de la ME de S. #yphi Ty2 inducidas en condiciones de

cultivo aerdbico y anaerdbico. Analisis en electroforesis uni y bidimensional.

a) Obtencién de las fracciones de membrana externa e interna de S. fyphi
crecida en aerobiosis/anaerobiosis por tres métodos diferentes, con el objeto
de comparar los perfiles de proteina obtenidos en geles unidimensionales y

eleccion del método mas apropiado para continuar este estudio.

b) Analisis de las proteinas de la ME de S. typhi Ty2 crecida en aerobiosis y

anaerobiosis mediante geles bidimensionales,

3.2.2. Seleccion e identificacién de las proteinas de la ME de S. typhi Ty2 mayormente

inducidas en anaerobiosis.
a) Cuantificacion de las proteinas de la ME (método del BCA de Pierce),
analisis densitométrico de los perfiles electroforéticos obtenidos en geles

unidimensionales y determinacion de las proteinas mayormente inducidas.

b) Identificacion de las proteinas inducidas en anaerobiosis mediante
secuenciacion N-terminal y andlisis las secuencias aminoacidicas obtenidas

en los bancos de datos disponibles mediante BlastP.
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3.2.3. Construccion de la mutante S. fyphi afectada en la proteina de la ME de interes,

mediante genética reversa.

a) A partir de la secuencia de aminoacidos N-terminal obtenida para la proteina
de interés, determinar el gen codificante, segin las similitudes que presente

en los bancos de datos disponibles.

b) Amplificacién por PCR del gen de interés tomando como templado el DNA
cromosomal de S. typhi Ty2 y clonamiento del producto de amplificacion en

el vector suicida pGP704.

¢) Mutagénesis de S. fyphi Ty2 mediante insercidn del vector suicida derivado

del pGP704 en el gen cromosomal silvestre.

3.2.4. Construccion de una S. typhimurium patégenica con una mutacion homdloga a la

de S. typhi, para determinar el efecto de dicha mutacién en ensayos de virulencia in vivo.

3.2.5. Evaluacién del fenotipo invasor de las mutantes generadas por genética reversa,

sobre células epiteliales HEp-2 en cultivo.

3.2.6. Obtenciéon de una coleccion de S. fyphi mutantes mediante insercion del

transposon nphoA.
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a) Aislamiento de una coleccion de fusiones génicas mediante insercidn del

transposon Tnphod.

b) Seleccion de las fusiones geénicas reguladas por anaerobiosis, evaluacion del

fenotipo invasor y analisis de las proteinas de Ia ME.




4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material biologico

4.1.1. Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se encuentran ordenadas en la
Tabla 1, habiendo sido algunas de ellas gentilmente cedidas por los Drs. L. Bossi
(Laboratoric de Genética Molecular, CNRS; Gif sur Yvette, Francia), S. Maloy
(Universidad de Illinois, USA), P. Youderian (Universidad de Idaho, USA), F. Heffron
(Universidad de Utrech, Holanda) y J. Slauch (Universidad de Illinois, USA). Las cepas
restantes forman parte del cepario del Dr. Guido Mora o han sido construidas para este
estudio, siendo derivadas de S. gphi Ty2 silvestre, S. fyphimurium LT2 silvestre, S.
typhimurium 14028s patogénica o de E. coli. Algunas mutantes de S, fphi fueron
construidas por insercion del transposon TnphoA usando el profago MudP22 (Maloy,
1990), mediante transduccién desde cepas S. typhimurizm mutantes usando P22 (Maloy,
1990) y por insercion cromosomal del vector suicida pNM?2 (Miller y Mekalanos, 1988).
Las cepas mutantes de S. typhimurium se construyeron por transduccion con P22 o por
insercién cromosomal del vector suicida pNM2. Las cepas de E. coli se
electrotransformaron con los vectores pBluescript KS II (Stratagene), pMA12, PMAZ21,

pGP704 (Dr. J. Slauch) o pNM2.




TABLA 1. Cepas bacterianas y bacteri6fagos.

Cepa o bacteriéfago Descripcidn fenotipo/genotipo Fuente/referencia

Salmonella typhimurium

MAI1053 14028s, silvestre, patogénica L. Bossi

LT2 Silvestre, avirulenta OMS

MS1 R 14028t ims50:Tnl0 Tet’ F. Heffron

NPM3 LT2 ims50:Tnl0 Tet' Este estudio

NPM1 yNPM2 14028s::pNM2 Amp' Este estudio

MST2001 hisC10091::TaphoA his (H o A) 9556| S.Maloy
:MudP22/pP22 cola Amp', alias TT15088

MST2002 hisG10085::TnphoA his (H o A) 9556| S.Maloy
::MudP22/pP22 cola Amp', alias TT15089

Salmonella typhi

Ty2 Silvestre Trp” Cys’ G. Mora

TYT2010y 2011 Ty2 ims50::Tn10 Tet' Este estudio

TYT2006 Ty2::pNM2 Amp’ Este estudio

TYT2007 Ty2::pNM2 Amp" Backcross Este estudio

TYTI1952 a 1985 Ty2 phoN zxx:: TnphoA Kan' XP* Este estudio

TYTI1415 Ty2 phoN::Tnl0 Tet' S. Maloy

TYT1482 Ty2 phoN Tet' S. Maloy

Escherichia coli

EM593 alias JM109 S. Maloy

EM1524 EMS593/pMA12 Amp’, XG Este estudio

EM1525 EM593/pMA21 Amp’, XG’ Este estudio

EM1526 EM593/pBluescript KS Amp', XG" Este estudio

NM1 DHS5o (Apir)/pNM2 Amp" Este estudio

Apir DH5a recA(RP4-2-Tc::Mu)Apir P. Youderian

EM1248 alias SM10Apir recA::RP4-2-Tc::Mu K’ J. Slauch
/pGP704 Amp'

Bacteridfagos

P22 HT int Fago transductor S. Maloy

P22 H5 Fago litico ¢2 S. Maloy
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4.1.2. Plasmidios

pGP704: Vector suicida disefiado para construir mutantes por insercidn.
Contiene un fragmento BamHI derivado de pBR322 que incluye el gen bl (Amp’), el
origen de replicacion R6K, dependiente de la proteina Pir para su funcionamiento, una

region mob de pRP4 y un sitio miltiple de clonamiento (Miller y Mekalanos, 1988).

pNM2: Derivado del vector suicida pGP704. Tiene clonado entre los sitios
BamHI y EcoRI un fragmento de 500 pb correspondiente a la region 5° del gen aip! de
S. typhi Ty2. Disefiado para mutar por insercion del vector pNM2 el alelo silvestre del

gen aipl en el cromosoma de S. typhi Ty2 (este estudio).

pBluescript I KS (+/-): Vector comercial de Stratagene. Utilizado para

secuenciar fragmentos de DNA clonados en el sitio multiple de clonamiento (MCS).

pMA12: Derivado del pBluescript II KS (+/-). Tiene clonado entre los sitios
BamHI y EcoRI un fragmento de 500 pb correspondiente a la regidn 5° del gen adhE de

S. typhimurium 14028s (este estudio).

pMA21: Derivado del pBluescript I KS (+/-). Tiene clonado entre los sitios
BamHI y EcoRI1 un fragmento de 500 pb correspondiente a la regién 5° del gen aip! de

S. typhi Ty2 (este estudio).




4.1.3. Bacteriéfagos

P22 HT105/1 int-201: Fago transductor generalizado para Salmonella, P22
HTint, derivado de P22 que comresponde a un mutante de alta frecuencia de

transduccion.

MudP22: Fago hibrido que contiene los extremos derecho e izquierdo de Mu
reconocidos por las transposasas, que flanquean el material genético del fago P22

defectuoso en el proceso de integracion y escision.

P22 H5: Fago litico para S. typhimurium, derivado del fago P22, mutante en el

represor ¢2.

4.2. Condiciones de cultivo bacterianeo

Las bacterias se cultivaron rutinariamente en caldo Luria Bertani (LB) como
medio enriquecido [triptona 10 g/L. (Difco); extracto de levadura 5 g/L (Difco); NaCl 5
g/L (Fluka)] o medio E como medio minimo [MgSO; x 7H,0 0,02 g/L, 4cido citrico x 1
H,0 2 g/L, Na,HPO,4 x 3H,0 13,1g/L; NaNH3HPO, x 4H,0 3,3 g/L] suplementado con
glucosa 2 g/L. (Sigma), como tnica fuente de carbono, incluyendo los aminoacidos
cisteina 50 mg/ml y triptéfano 50 mg/ml (Sigma), cuando fue necesario (auxotrofia S.
typhi). Los medios de cultivo solido se prepararon agregando 15 g/L. de agar agar

(Difco). Los antibidticos usados fueron: kanamicina (Kan) 50 ug/ml (Sigma),




tetraciclina (Tet) 10 pg/ml (Sigma), y ampicilina (Amp) 50 pg/ml o 30 pg/ml (Gibco).
El ambiente anaerdbico se obtuve con sobres generadores de hidrogeno y anhidrido
carbonico (Difco). El sustrato cromogénico X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B8-D-
galactopiranésido, Sigma) se agrego a las placas a una concentracion final de 30 ug/ml y
el sustrato cromogénico X-P (5-bromo-4-cloro-indolilfosfato, Sigma) a 35 pg/ml.

Las cepas bacterianas se cultivaron en general a 37°C, en condiciones aerdbicas
en matraces de 125 ml con agitacion vigorosa (200 rpm) y en condiciones anaerdbicas
en tubos Spectronic dentro de jarras GasPack o con una cubierta de aceite mineral
(Sigma) sin agitacion. Los cultivos frescos se obtuvieron inoculando 25 ml de medio LB
con 50 pl de un cultivo bacteriano saturado (crecido toda la noche) e incubando hasta
fase exponencial temprana (densidad optica entre 0,2 y 0,25 unidades de absorbancia a

600 nm).

4.3. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se utilizé la linea celular epitelial HEp-2 (ATCC; CCL-23), derivada de
carcinoma de laringe humano, comprada al Instituto de Salud Piblica de Chile (ISP).
Las células se cultivaron en botellas T25 o T75 (Nunc) con 5 ml o 12 ml de medio Eagie
modificado por Dulbecco (DMEM) (BiosChile) supfémentado con suero fetal bovino al
10 % (DMEMSF) (Gibco), glutamina (2 mM; Gibco) y una combinacién de
antibidticos-antimicotico (penicilina-estreptomicina-fungizona; Gibco), a 37°C en una
atmdsfera de 10 % CO; y 90 % aire 90. El medio de cultivo de cada botella se cambié

por medio fresco cada 3 dias. Para remover las células HEp-2 se lavé la monocapa
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celular dos veces con tampon fosfato salino pH 7,2 (PBS: NaCl 27,4 mM; KCI 0,54
mM; Na,HPO; 1,46 mM; KH,PO, 0,29 mM), luego se agregé 1 mi de solucién de
tripsina 0,5 g/L. - EDTA 0,2 g/L (Gibco), se incubd en esta solucién por 5 min a 37°C y
luego se golped suavemente el fondo de la botella para desprender las células. Entonces
se agrego 1 ml de DMEMSF para inactivar la tripsina, se contaron las células usando
una cimara de Neubauer y se les resuspendio en el volumen adecuado de DMEMSF
para continuar la propagacién en las condiciones ya descritas o para sembrar sobre
placas de cultivo de celular de 96 pocillos (Nunc) sin antibidtico. En este caso, se
sembro alrededor de 5 x 10° células (100 pl) por pocillo, para obtener una monocapa con
90 % de confluencia luego de 18 h de cultivo, la cual se utilizé para realizar los ensayos
de invasion correspondientes. Las HEp-2 se guardaron en tanques con nitrégeno liquido,
pasando por una etapa previa de enfriamiento gradual en freezer de —80°C. Para ello, se
cosecharon las células (10° células/ml) por centrifugacion por 15 min a 1000 x g y se

resuspendieron en 1 ml de medio DMSO 10 %, SBF 90 % en un vial criogénico (Nunc).

4.4. Caracterizacién de las proteinas de la membrana externa (ME)

4.4.1. Obtencion de la fraccion de ME

En una primera etapa del trabajo, la fraccién de ME y membrana interna (MI) de
S. typhi Ty2 silvestre crecida en condiciones aerobicas y anaerdbicas, se extrajeron por
tres métodos diferentes, con el objeto de comparar los perfiles de proteinas obtenidos en

cada caso y asi escoger el método mas apropiado para nuestras futuras investigaciones.
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La extraccién de la ME y MI de bacterias Gram negativas esta basada principalmente en
su diferencias de densidad y de solubilidad en detergentes como Triton X-100 (no
i0nico) o Sarcosyl (anidnico), debido a la diferencia en el contenido de lipidos de cada
una (Nikaido, 1994).

_ El primer método de extraccion que se probd, fue el de Schnaitman (1971)
modificado por Lobos y Mora (1991), el cual estaba siendo usado de forma rutinaria en
nuestro laboratorio. Este método esta basado en Ia insolubilidad de la ME en detergentes
no idnicos (Triton X-100), mientras que el LPS se encuentre estabilizado con altas
concentraciones de Mg'?. Las bacterias se cultivaron en medio LB entre 0,2-0,25 ODgg,
se pusieron sobre hielo por 10 min y luego se cosecharon por centrifugacién a 3000 x g
por 10 min. El pellet bacteriano se lavd dos veces con 1 ml de tampén Tris-HCI 10 mM
pH 8,0 y se resuspendi6 en 1,5 ml de solucidn de lisis (Tris-HCl 10 mM pH 8;0; MgCl,
10mM). Entonces se rompio las bacterias por sonicacion (80-40 seg sin pulsos, con duty
cycle 70% y microtip limit 5) sobre hielo. De inmediato se agregé PMSF 2 mM final. El
debris celular y bacterias enteras se removieron por centrifugacion a 3000 x g por 5 min
(centrifuga Eppendorf 5415c¢). El sobrenadante que contenia las fraccién de membrana
total y la fraccion citoplasmatica soluble se centrifugd a 12000 x g por 45 min a 4°C con
el objeto de sedimentar la fraccién de membrana completa, la cual se resuspendio en 500
ul de tampon Tris-HC1 10 mM pH 8,0; MgCl; 10 mM; Triton X-100 2 %, se incubé por
45 min a 37 °C, agitando de vez en cuando en vortex. La fraccion de ME (insoluble) se
obtuvo por centrifugacion a 12000 x g por 45 min a temperatura ambiente. Finalmente,
se resuspendio en 50-80 pl de tampon Tris-HC1 100 mM pH 8,0; SDS 1 %. La fraccion

de MI (sobrenadante) se precipité con TCA al 10 % final o con 3 volimenes de acetona




por 1 h a 4°C, se centrifugé a 12000 x g por 30 min y el sedimento de proteinas se
resuspendid en 50-80 pl de tampoén Tris-HCI 100 mM pH 8,0; SDS 1 %.

El segundo método de extraccion que se probd fue el descrito por Michiels y col.,
(1990}, el cual habia sido utilizado con éxito para aislar ME , MI y proteinas de
secrecion o Yops de Yersiniae. El pellet bacteriano se tratd de la misma forma que la
descrita, hasta luego de la sonicacién, donde el sobrenadante que contiene la fraccién
membrana total y la fraccion citoplasmatica, se ultracentrifugé a 40000 x g por 60 min a
4°C (rotor Ty40, Beckmann). El pellet de membranas obtenido se traté con 500 pl de
tampon (Tris-HC1 10 mM pH 8,0; MgCl, 10 mM; Triton X-100 2 %) por 45 min a 37 °C
y luego se centrifugé a 12000 x g por 30 min a temperatura ambiente. La fraccién de
ME se resuspendié en 50--80 ul de tampodn (Tris-HCl 100 mM pH 8,0; SDS 1 %). La
fraccion de MI se precipité con 10 % TCA o 3 volimenes de acetona y se resuspendio
en 5080 ul de tampon (Tris-HC1 100 mM pH 8,0; SDS 1%).

El tercer método utilizo el detergente anionico Sarcosyl, en ausencia de Mg*,
para la solubilizacion diferencial de la MI de la ME, donde ésta Gltima permanece
insoluble (Nikaido, 1994). Al parecer, el Sarcosyl tiene una densidad de carga por area
de superficie similar a la del LPS, lo que impediria la desagregacién de la ME. Las
bacterias se cosecharon por centrifugacion a 3000 x g por 10 min a 4°C, se lavaron dos
veces con 1,5 ml de amortiguador Tris-HCl 20 mM pH 72 y el sedimento sc
resuspendid en 1, 5 ml del mismo. Se sonico sobre hielo por 80 s ¢ inmediantamente se
agregd PMSF 2 mM final, se centrifugd a 3000 x g por 5 min y la fraccién de membrana
se colecto por centrifugacion a 12000 x g durante 45 min a 4°C, para luego resuspender

en 500 pl de solucion de Sarcosyl al 10% e incubar por 30 min a 37°C. La fraccién de
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ME se obtuvo por centrifugacion a 12000 x g por 45 min a temperatura ambiente y se
resuspendié en 50-80 pl de Tris-HC1 20 mM pH 7,2. La fraccion de MI se precipité con
10 % de TCA o con 3 voliimenes de acetona. Finalmente, se resuspendié en 50-80 pl de

tampon Tris-HCI 20mM pH 7.2.

4.4.2. Determinacion de proteinas

En las primeras etapas del trabajo se intenté cuantificar las proteinas de la
fraccion de ME y MI por el método de Lowry modificado, pero no se obtuvo
concordancia con la cantidad de proteinas cuantificada y lo observado en los geles SDS-
PAGE tefiidos con azul de Coomassie R-250. Por lo tanto, la cantidad de proteinas
cargada en cada carril, se ajusto en base a la intensidad de Ia porina estructural OmpA.
Mas tarde, se implementé la cuantificacion de proteinas por el método del 4cido
bicinconinico o BCA (Pierce), el cual esta disefiado para cuantificar proteinas en
presencia de detergentes y otras sustancias que tipicamente interfieren con la

cuantificacion.

4.4.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, unidimensionales (1-D)

La fraccion de proteinas de la ME y MI, obtenidas por los tres métodos descritos

con anterioridad, se fraccionaron por electroforesis en geles de poliacrilamida 12,5 %-

SDS segin Laemmli (1970). Se utilizé las siguientes cantidades y soluciones madre:




Gel resolutivo 12,5% Gel concentrador 5%
Solucion B (ml) 2,64 Solucion C (ml) 1,75
Solucion A (ml) 438 Solucién A (ml) 1,75
Agua bidestilada (ml) 2,11 Agua bidestilada (ml) 3,60
Solucion D (ul) 550 Solucion D (pl) 350
Solucion E (ud) 105 Solucion E (pi) 70
Solucion F (ul) 200 TEMED (ul) 15
TEMED (ul) 15

Volumen final (ml) 10 Volumen final {ml) 5

A: Solucion de acrilamida-bisacrilamida 30 % : 0,8 %.

B: Tris-HC1 1,5 M pH 8,8.

C: Tris-HC1 0,5 M pH 6,8. D: Persulfato de amonio 10 % (PSA).
E: SDS 10 %. F: NaCl 5 M.

Las muestras se prepararon agregando el tampén de carga 2X (Tris-HCI 125 mM
pH 6,8; glicerol 20 %; SDS 4%; B-mercaptoetanol 0,05 %; azul de bromofenol 0,002 %)
y calentando a 100°C por 5 min. Se cargé entre 8 y 20 ul de estas muestras, de modo de
agregar entre 10-20 pg de proteina por carril. p,

La electroforesis se efectud entre 40 y 60 mA, en tampén Tris-HCI 25 mM;
glicina 192 mM pH 8,4; SDS 1%, usando estandares de proteinas como referencia (7B,
Sigma). Luego el gel se sumergio6 en solucion de tincion (azul de Coomassie R-250 0,1
%; acido acético 0,1 %; isopropanol 25 %) durante 4-8 h y se destifi en solucion de

acido acético al 10 %.




30

4.4.4. Andlisis del perfil electroforético (1-D) de las proteinas de la ME

Las proteinas de la ME extraidas de bacterias crecidas en condiciones aerdbicas y
anaerobicas, luego fraccionadas en geles SDS-PAGE se tifiieron con azul de Coomassie
y se analizaron por densitometria mediante el programa NIH Image, con el objeto de

determinar las proteinas mayormente inducidas por la condicion ambiental andxica.

4.4.5. Electroforesis en geles bimensionales (2-D) de las proteinas de la ME

La fraccion de ME de S. yphi Ty2 silvestre y mutantes se analizé también por
electroforesis bidimensional segan O’Farrell (1975) con algunas modificaciones
introducidas por Hochstrasser y col., (1988). Las bacterias se crecieron en condiciones
aerobicas y anaerdbicas, segiin las condiciones establecidas. Se aislé las proteinas de la
ME segun Lobos y Mora (1991) (método elegido) y se realizé la primera etapa o 1-D,
correspondiente al isoelectroenfoque (IEF). Este se hizo en tubos de vidrio (130 x 2,5
mm; BioRad), haciendo siempre un gel de 10 cm de largo. El gel para el IEF se prepard
con 5,0 g de urea (Sigma); 1,5 ml de soluciéon madre de acrilamida 30 % (28,38 %
acrilamida : 1,62 % bisacrilamida; BioRad); 0,5 ml de NP-40 10 % (Sigma); 0,15 g de
CHAPS (Sigma); 3,25 ml de agua desionizada y un 2 % final de mezcla de anfolitos (0,4
ml rango pH 4 a 7; Sigma y 0,1 ml rango pH 3 a 10; BioRad). Se agit6 hasta completa
disolucién de la urea y se agregé 60 ul de PSA 10 %, llevando a 10 ml finales. Entoces
se desgasificé la mezcla por 1 min al vacio, se adicioné inmediatamente 58 pl de

TEMED vy se dispenso en cada capilar con pipeta Pasteur, evitando la formacion de
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burbujas desde el fondo del capilar, para luego cubrir la superficie con una alicuota de
1sopropanol o agua desicgm'zada hasta gelificacion. Lo siguiente consisti6 en cubrir el gel
con una solucion de urea 8 M por 2 h, Ia cual se reemplazo después por 30 pl de
amortiguador de lisis (urea 9,5 M; NP-40 2 %; anfolitos 2 % (1,6 % pH 4 a 7 vy 0,4 % pH
3 a 10);, B-mercaptoetanol 5 %) por 2 h mas. Los tubos se pusieron entonces en la
camara de electroforesis (BioRad para 2-D) y se volvié a reemplazar la solucién por 20
pl de tampon de lisis fresco, el cual se cubrié con 0,02 M de NaOH, correspondiente al
amortiguador de corrida que va en Fla parte superior de la cdmara (desgasificar). La parte
inferior del capilar se cubrié con membrana de dialisis. El tanque inferior se llené con
solucién 0,01 M de H;PO4. Enseguida se realizo6 la pre corrida de los geles por 15 min a
200 V; 30 min a 300 V y 30 min a 400 V, para luego retirar el buffer de lisis de los tubos
y cargar la muestra disuelta en el mismo tampodn, en un volumen de 20 a 30 pl,
correspondiente a alrededor de 20 a 30 pg de proteinas de la ME. Esta se cubri6 con 20
ul de tampén 9 M urea; 1 % de mezcla de anfolitos (0,8 % rango pH S a 7 y 0,2 % rango
pH 3 a 10). Finalmente, el IEF se realizé por 12 a 14 ha 400 V y luego 1 h a 800 V,
completando un total de 5000 a 10000 V/h. Se removié los geles de los tubos por
presion con una jeringa con agua. En esta etapa los geles se congelaron a —20°C y luego
se sumergieron en 5 m! de tampdn SDS de equilibrio (glicerol 10 %; B-mercaptoetanol 5
%; SDS 2,3 %; Tris-HCI 0,0625 M) por 1 h con agitacién suave. Uno de los geles
enfocados se procesé para realizar una curva de pH/cm de gel y asi poder estimar en
forma aproximada el pl de las proteinas analizadas. La segunda etapa o 2-D,
correspondié a la electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS segin las condiciones

e

establecidas en el pto. 4.4.3. Esta se hizo en un formato grande, donde el gel cilindrico
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se deposito sobre el gel concentrador de modo que las proteinas de pl similar, se puedan
separar por tamafio molecular en esta 2-D. Los geles se tifiieron con azul de Coomassie

R-250.
4.4.6. Marcacion in vivo de las proteinas de superfice de S. fyphi con NHS-Biotina

El reactivo éster de N-hidroxisuccinimidobiotina (NHS-biotina) (EZ-Link™
NHS-Biotin, Pierce) conjugado a compuestos biotinilados ha sido utilizado para marcar
selectivamente proteinas de la envoltura de E. coli in vivo. E1 NHS-biotina (Figura 1)
forma enlaces tipo amida con aminas primarias. La reaccién ocurre por ataque
nucleofilico de una amina desprotonada sobre el éster, resultando en la formacién de un
enlace tipo amida y la liberacién del NHS. La reaccion se favorece a pH alcalino, lo que

mantiene a las aminas desprotonadas.

H

_QN-O—E(CHz) m; + Proteina-NH2 ~—»
4

H

SW
Proteina-NH—E(CHz )k H

Figura 1. Estructura del compuesto NHS-Biotina [MW 341,38 (Pierce)].
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Las bacterias se cultivaron en condiciones aerdbicas y anaerdbicas segin lo
indicado con anterioridad, para luego cosechar por centifugacién a 3000 x g por 15 min
a 4°C. El pellet bacteriano se lavé con 1,5 ml de tampéon HM [HEPES (N-2-
hidroxietilpiperazina-N’~(1-acido etansulfonico) 10 mM pH 7; MgSO; 1 mM)] frio, se
centrifugé a 12000 x g 10 min y se resuspendi6 en 1 ml de tampén HM ajustando la
concentracion a 3 x 10° bacterias/mi, basandose en que 0,1 ‘ODggg €s equivalente a 10®
bacterias/ml. Entonces se agregé 0,12 ml de una solucién fresca de N-
hidroxisuccinimida éster de biotina (NHS-Biotin; Pierce Chemical Co.) 10 mg/ml
(disolver S5mg en 70 ul DMSO, llevar a 500 yl con tampén HM). Se incuba por 20 min
con agitacion suave a temperatura ambiente y se centrifuga a 12000 x g 10 min. Se lavd
el pellet una vez con tampén HM y una segunda vez con tampén Tris-HC] 10mM pH
8,0, para hacer reaccionar el exceso de NHS-Biotin. Concluida la marcacion con biotina,
las bacterias se procesaron para obtener las fracciones de membrana segiin Lobos y
Mora (1991).

Para la deteccion de los polipéptidos biotinilados, las proteinas de ME y MI se
fraccionaron en geles de poliacrilamida-SDS y se electrotransfirieron a membrana de
nitrocelulosa (NC) en tampén de transferencia (Tris-HCl 25 mM pH 83; glicina 192
mM; metanol 20 %) segin Towbin y Godpon (1979). Luego, la NC se traté 1 h con
solucién de bloqueo (tampon fosfato pH 7,2; BSA 0.1 %, Tween 20 0,1 %) a
temperatura ambiente y se incub6 con 0.5 pg/m! de peroxidasa conjugada a avidina
(Sigma) en tampén fosfato pH 72; 0.1 % BSA; 0.1 % Tween 20. iilntonces, la
membrana se lavé tres veces en el tampén fosfato y se revelé con 3,3’-

Diaminobenzidina-H,0; (Sigma Fast™).
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4.5. Identificacién de las proteinas de Ia ME de S. fyphi inducidas en anaerobiosis

4.3.1. Transferencia de proteinas a membrana PVDF y secuenciacion N-terminal

Las proteinas de la ME de S. fyphi Ty2 crecidas en anaerobiosis, se extrajeron
por el método de Lobos y Mora (1991) en presencia de un cocktail de inhibidores
especificos de proteasas bacterianas (Sigma) y se fraccionaron en geles de
poliacrilamida-SDS al 12, 5 % (1-D), segin lo indicado con anterioridad. Concluida Ia
electroforesis el gel se sumergié en tampon de transferencia (Tris-HCl 25 mM pH 8,3;
glicina 192 mM; metanol 15 % grado HPLC (Merck)) por algunos segundos.
Simultineamente, se traté Ja membrana de difluoruro de poliviniledeno (PVDF). Esta se
humedeci6 10 seg en metanol grado HPLC, se lavo en agua bidestilada estéril y luego se
sumergid en tampon de transferencia (Pluskal y col., 1986). Entoces se monto €l sistema
de electrotransferencia, tomando la precaucion de manipular todo el material con
guantes y pinzas. La transferencia de proteinas de la ME se llevé a cabo por 3 h entre
120 a 150 mA a voltaje constante. Concluida esta etapa, se lavé la membrana por 5 min
- en agua, se tifié por 1 a 2 min en solucién 0,05 % azul de Coomassie R-250 en 50 %
metanol, se destifié en 50 % metanol por 5 min dos veces y por tltimo se lavé con agua,
dejando secar al aire. Entonces se secuencid el extremo N-terminal de las proteinas
mayormente inducidas en anaerobiosis mediante degradacion secuencial de Edman. Este
servicio fue realizado por Frank Masiarz, del grupo de analisis de proteinas de Chiron

Corporation, Emeryville, CA. USA.




35

4.5.2. Andlisis de las secuencias N-terminales de las proteinas seleccionadas

La secuencias de aminoécidos obtenidas a partir de Ia region N-terminal de cada
proteina se analizaron en las bases de datos disponibles en NIH-NCBI

(http://www.ncbi.nlm nih.gov/BLAST) y en Sanger Centre, dentro de la seccion genoma

de S. pphi (http.//www.sanger.ac.uk./DataSearch). Estas permiten analizar las

secuencias de proteinas “desconocidas”, compararlas y alinearlas con las que se
encuentran en las bases de datos mediante el programa BLAST (Altschul y col., 1997),

el cual finalmente entrega resultados en base a sus similitudes.

4.6. Técnicas de genética bacteriana

4.6.1. Construccién de S. typhi Ty2 mutante en en el gen aipl y S. typhimurium

14028s mutante en el gen adhE

El vector suicida pNM2 (derivado del pGP704) se us6é en ambos experimentos de
inactivacién génica, tanto en S. typhi Ty2 como en S. typhimurium 14028s silvestre. Las
bacterias competentes se electroporaron con el plasmidio pPNM2, se cultivaron en medio
liquido LB por 1 h a 37°C con agitacién y luego se sembraron sobre agar LB
suplementado con ampicilina 30 pg/ml. Se seleccioné las colonias resistentes al
antibiético, las cuales se originarian por un sélo evento de recombinacién homologa

entre el plasmidio y el cromosoma de S. typhi o S. typhimurium, habiendo generado asi
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una insercion en el alelo silvestre aip/ (mutante TYT2006) 0 adhE (mutante NPM1),

respectivamente,

4.6.2.. Caracterizacién de las mutantes TYT2006 y NPM1

4.6.2.1. Curva de crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis

Se sembr6 10 ml de caldo LB con 50 pl de un cultivo saturado de S. typhi Ty2
silvestre y la mutante TYT2006. Se incubé a 37°C con agitacién vigorosa (200 Ipm)
para la condicién aerébica y en tubos spectronic cubiertos con una capa de aceite
mineral sin agitacion para la condicidn anaerdbica. Se midi6 la absorbancia a 600nm en

el tiempo y se graficd ODggo vs tiempo (h).

4.6.2.2. Bateria bioquimica, movilidad y LPS

Se ensayo en uma bateria bioquimica clasica las cepas mutantes S, typhi
(TYT2006) y S. typhimurium (NPM1) generadas, la cual incluyé la prueba de movilidad
en agar semisolido. Los medios se sembraron a partir de una colonia crecida sobre agar
LB. Se incubd por 24 a 48 h a 37°C y se leyd los resultados obtenidos. Ademas se
evalug el estado del LPS mediante PAGE-SDS. Para ello se aisl6 y fracciono el LPS de
las cepas silvestres y mutantes en geles al 12 % de poliacrilamida-SDS, los cuales se

tiffieron con nitrato de plata. Este anlisis se realizd en el laboratorio de la Dra. Inés

Contreras. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmaceiiticas. Universidad de Chile.
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4.6.3. Obtencion de una coleccién de fusiones génicas mediante insercién del

tranposén TnphoAd en el cromosoma de S. fyphi

La fusion génica phoA se basa en que la fosfatasa alcalina derivada de E. coli,
para ser activa, debe localizarse extracitoplasmaticamente. Manoil y Beckwith (1985)
explotaron esta propiedad e insertaron un fragmento de restriccion del gen phoA cerca de
un extremo del fransposén Tn5, para crear el Tnphod. Este puede originar fusiones
génicas al insertarse al azar en un gen cromosomal o fragmento génico clonado. La
proteina hibrida expresada, muestra actividad PhoA, sélo si el gen blanco codifica para
una proteina de membrana, periplasma, membrana externa o secrecién (Figura 2 ).
Debido a que esta clase de proteinas han sido reconocidas como las mas involucradas en
la patogénesis bacteriana, el uso del TnphoA provee de un fuerte enriquecimiento en la
obtencién de mutantes en genes de virulencia.

Las mutantes S. fyphi zxx::Tnphod se obtuvieron por transduccion con un lisado
del fago MudP22::TnphoA de la siguiente manera. Se cultivé la cepa dadora, lisdgena de
MudP22 (MST2002 y MST2001), hasta saturacién (Figura 3). Se inoculé 0,1 ml de cada
cultivo sobre 5 ml de medio LB suplementado con medio E. (50x E: H,O desionizada
670 mi; 10 g MgSO, x 7H,O; 100 g é4cido citrico x H,O; 500 g K;HPOy; 175 g
NaHNH POy x 2H,0) y glucosa 2 g/L.. Se incub6 con agitacién a 37°C por 90 min y se
agregd 5 pl de Mitomicina C (Sigma) 2 mg/ml. Se continué la agitacion ciurante 3ho
hasta observar evidente lisis bacteriana. El debris se sedimenté por centifugacion a 3000
X g 10 min, mientras que el sobrenadante se esterilizo por filtracién (0,45 pm). Despugés

se adicind gotas de cloroformo y se almacené a 4 °C. Se us6 dos cepas receptoras de S.
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typhi, ambas con una mutacién en el gen de fosfatasa acida inespecifica phoN (TYT1415
y TYTI1482). Estas receptoras se crecieron en 2 ml de LB hasta saturacion y se
infectaron con tres diluciones de cada uno de los lisados MudP22::TnphoA diluidos 1:50

de la siguiente manera:

Tabla 2. Protocolo de transduccién con MudP22.

Placa Receptora (ml) Lisado (ml)
A 0,1 --
B 0,1 0,05
C 0,1 0,10
D 0,1 0,20
E -- 0,20

Se mezclé suavemente e inmediatamente se plaqueé sobre medio agar LB. Se
incub6 por 4 h (expression fenotipica de Kan) y luego se hizo replicas en placa sobre el
medio de seleccién Kan 50 pg/ml y XP 40 pg/ml. Esto asegura que las colonias no sean
gemelas. Se incubé a 37°C por 24 h y se conto6 el niamero total de colonias en cada placa

(blancas y azules), lo que se repiti6 al cabo de 48 y72h

4.6.3.1. Seleccion de fusiones génmicas, mutantes putativas en proteinas de

membrana

Para -determinar si los genes mutados por la insercién del transposon Tnphod
correspondian a genes que codifican para proteinas de exportacion (ME, MI, periplasma
0 secrecion), se analizé el cambio de coloracién de las colonias en presencia del

indicador XP en las placas de seleccion. Se rescaté todas las colonias que presentaron
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‘phoA kan transposasa

TnphoA

| | L |
I I | 1

ISSOL con inserto ©° phoA  Tn5 regién  [g50R
central

Transposicién en gen X

> Fusién génica

clon Km R PhoA *

Figura 2. Estructura del transposén TnphoA. En la parte superior de la figura se
muestra un esquema del transposén Tnpho4 (Manoil y Beckwith 1985). Se indica la
union de un fragmento de restriccion del gen ‘phoA a la region IS50L del transposon
TnS, para generar este nuevo transposon, que puede insertarse al azar en un gen X,
ubicado en el cromosoma o plasmidio de una bacteria. Esta insercion, cuando ocurre en
el marco de lectura correcto, crea una fusién génica activa, que permite la expresion y

exportacion de esta proteina hibrida.
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Dadora < e
S. yphimurium > T—|

MST2002

Mitomicina C l

[] Induccién de MudP22

Receptora l
S oyphi TYT1482
phoN::Tn10
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s 1

Transductante
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Figura 3. Estrategia de mutagénesis de S. fyphi Ty2 por insercién al azar del
transposén TnphoA. Se indujo la lisis de la cepa dadora lisogena S. yphimurium
MudP22 (MST2002) con Mitomicina C, la cual lleva cerca del sitio pac el transposon
TnphoA. Con este lisado, enriquecido en TnphoA, se infectd la cepa receptora S. typhi
phoN (TYT1415 o TYT1482). La coleccion de 4000 transductantes obtenidas se
seleccionaron por resitencia a kanamicina y tetraciclina. Las cepas S. typhi::TnphoA,
potenciales mutantes en genes de proteinas de membrana, se seleccionaron ademas de la

resistencia a los antibiéticos, por el color azul de la colonia.
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coloracion azul intensa al cabo de 24, 48 y 72 h, asi gnandoseles un nimero en el cepario

del Dr. Guido Mora (TYT1952 a 1985).

4.6.3.2. Seleccion de fusiones génicas XP' reguladas por anaerobiosis,

Determinacion de la actividad de fosfatasa alcalina

Se analizé si los genes interrumpidos en esta coleccidn de mutantes S, typhi
cxx:Tnphod (TYT1952 a TYTI1985) son regulados por la condicidn de baja
disponibilidad de oxigeno. Para ello se creci6 las bacterias en condiciones aerébicas y
anaerobicas, segun lo descrito en el punto 4.2., se midi6 la actividad de fosfatasa alcalina
y se determing la induccidn por la condicién ambiental anéxica. Basicamente se siguio
el procedimiento descrito por Behlau y Miller (1993), adaptado para determinaciones a
partir de bacterias completas. A partir de un cultivo crecido hasta saturacién, se inoculé
5 ml de medio LB con 50 pl de preindculo. Se cultivé en condiciones aerdbicas y
anaergbicas, entre 0,2-0,3 ODgy, se centrifugd 1 ml de cada cultivo por 5 min a 12000 x
g, ¢l sedimento bacteriano se lavé dos veces con tampén Tris-HCl 1 M pH 8,0 vy se
resuspendié en 1 mi del tampén. Se tomé 500 pi de la suspension bacteriana, la cual se
permeabilizd con 10 pl de SDS 0,1 % mas 10 ul de cloroformo. Se agit6 en vortex por
30 s e inmediatamente se adiciond 200 pl de sustrato para fosfatasa alcalina (p-
nitrofenilfosfato o XP 0,04 M). Se incubd a 37°C, tomando el tiempo transcurrido hasta
la aparicion de color (amarillo), entonces se detuvo la reaccién con 200 ul de K,HPO, 1
M. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. La actividad de fosfatasa

alcalina se expreso en Unidades Miller segin o siguiente:
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Unidades Miller = (A430 -1,75x A550) X 1000/0ODgue x V x t

Ayzo: Absorbancia medida a 420 nm (p-NO, fenolato).

t: Tiempo de reaccion en min.

Asso: Densidad optica de restos celulares.

1,75: Factor de correccion que compensa la difraccion de la luz producida por las
bacterias.

V: Volumen del cultivo en ml.

4.6.4. Construccion de la cepa S. fyphi ims50::Tn10, mutante en un gen con

similitud a adhE de E. coli

La cepa mutante, S. &phi ims50::Tnl0 (TYT2010), se construydé por
transduccion con un lisado del fago P22 HTint crecido en la cepa dadora S. typhimurium
ims50::Tnl0 (NPM3), segiin las recomendaciones de Maloy (1990). La insercidén
ims50::Tnl0 se movié primero desde la cepa S. Hphimurium 14028r, alias MSI
(Baumler y col., 1994), a S. fyphimurium LT2 (generando la mutante NMP3), por
electroporacion con fragmentos de DNA cromosomal lineal aislado de la cepa MSI,
segin el procedimiento descrito por Toro y col., (1998a) (pto. 4.6.7.). Las transductantes
se seleccionaron por resistencia a tetraciclina, La region interrumpida por el Tn10, en la
cepa S. fyphimurium MS1, corresponde al gen ewtF (centisoma 50) (Baumler y col.,
1994), el cual presenta similitud con el gen adkE de E. coli y forma parte del operén

para la utilizacion de la etanolamia (Stojiljkovic y col., 1995).
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4.6.5. Preparacién de lisados del fago P22 Htint

Los lisados se prepararon segim el método descrito por Maloy (1990). Se crecid
un inéculo de la cepa dadora hasta alcanzar una densidad optica entre 0,2 y 0,3 ODggo.
Se mezclo 1 ml de este cultivo con 4 ml de medio para fago P22 HTint (LB
suplementado con medio E 1x; glucosa 2 g/L y fago P22 HTinr 10" UFP/ml, propagado
en la cepa LT2) y se incub6 por 8 a 16 horas con agitacién vigorosa (200 rpm) a 37°C.
Los lisados se centrifugaron por 20 min a 3000 x g, se esterilizaron por filtracion

(0,45pm) o agregando gotas de cloroformo y se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacion.

4.6.6. Preparacién de lisados MudP22

Se tomo 0,1 mi de un cultivo saturado (inéculo) de la cepa lisdgena de MudP22
(MST2002 y MST2001), que contiene al transposén TnphoA y el plasmidio (Amp~) con
el gen 9 para la cola del fago y se inoculé en 5 ml de LB suplementado con medio E y
glucosa 2 g/L.. Se incub6 con agitacién a 37°C por 90 min y se agregd 5pd de Mitomicina
C 2 mg/ml. Se continu6 con el cultivo durante 3 h o hasta observar evidente lisis
bacteriana. El lisado se centrifugd a 13000 x g por 5 min para eliminar los restos
bacterianos, mientras que el sobrenadante se esterilizé por filtracion por 0,45 pm, luego

se adicind unas gotas de cloroformo y se almacené a 4 °C,




4.6.7. Transducciones

Para hacer transducciones entre cepas de S. typhimurium se siguid basicamente el
protocolo descrito por Maloy (1990). Para ello, se mezcld 10 pl de un lisado de P22,
obtenido a partir de la cepa dadora, con 200 pl de un cultivo en fase exponencial
temprana de la cepa receptora. La mezcla se incubé por 30 min a 37°C sin agitacion y
luego se sembrd en placas de agar LB sdplementadas con ¢l (los) antibidtico(s)
apropiado(s) para la seleccion. Cuando la “marca” a transducir Tequirid expresion
fenotipica (resistencias a Kan y Amp), la mezcla se incubo por 30 min a 37°C sin
agitacion, luego se adicioné 500 ul de caldo LB fresco y se dejo en incubacidn por 45
min a 37°C con agitaci6n vigorosa, para finalmente sembrar sobre el medio de seleccion.
Los clones transductantes obtenidos en S. fyphimurium se aislaron y purificaron en
placas indicadoras EBU (LB suplementadas con glucosa 2,5 g/L; KoHPO, S g/L; azul de
Evans 1,25 mg/L; fluoresceina de sodio 2,5 mg/L) para descartar la presencia de
bacterias pseudolisogenas de P22 y con ello también descartar la presencia de lisdgenos
de P22, comprobando la sensibilidad al fago mutante P22 H5 mediante la técnica de
lineas cruzadas (Cross-streaking) (Maloy, 1990).

Las transducciones desde S. fyphimurium a cepas de S. typhi se efectuaron en
forma similar a la descrita, sélo que usando una alta multiplicidad de infeccién, segin
Zahrt y col., (1994). En este caso no es posible “limpiar” los clones transductantes como

s¢ describi0 para S. fyphimurium, ya que P22 no produce lisis en S. typhi.
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4.6.8. Transferencia de marcadores genéticos entre cepas de S. fyphi y S.

typhimurium mediante electrotransformacion

La tranferencia de una mutacion a un fondo genético limpio es un paso esencial
en el andlisis genético y construccién de cepas. En el caso de S, typhi la transferencia de
genes estd impedida, debido a la falta de fagos transductores. Este problema fue
parcialmente superado mediante el método descrito por Toro y col, (1998a). Este
permite tranferir una mutacién o marcador genético a evaluar desde la cepa mutante de
S. typhi (dadora) a una una cepa receptora de S. fyphi o S. typhimurium silvestre, a través
de la electroporacion de DNA cromosomal lineal, aislado de la bacteria dadora, El DNA
transferido puede recombinar con la regién homoéloga en el cromosoma de la cepa
silvestre. De esta manera se construyeron la cepa backcross S. typhi TYT2007 y la cepa
S. typhimurium NPM3. Primero, se aislé el DNA cromosomal de las cepas dadoras, S.
typhi aipl::)pNM2 (TYT2006) y S. typhimurium ims50::Tn10 (MS1), se resuspendié en
agua desionizada estéril y una alicuota se agité en vortex por 2 min, de modo de romper
el DNA en fragmentos. Entonces, se tomo entre 300 a 500 ng de este DNA, se mezcld
con 50 pl de bacterias competentes (S. typhi Ty2 o S. typhimurium LT2) y se electropord
con un puiso de 12,5 kV/em (2,5 kV; 200Q; 25 uF) en cubetas de 0,2 cm (BioRad) frias.
Se adicion6 1 ml de medio LB, se incubé 1 h a 37°C con agitacion y se plaqueo sobre
medio selectivo (Amp 30 pg/ml o Tet 50 pg/ml). Se recupero las colonias resistentes a

ampicilina y a tetraciclina, respectivamente,
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4.7. Téenicas moleculares

En general, el andlisis de DNA y su clonamiento, que incluye la preparacién de
DNA plasmidial, DNA cromosomal, digestién con enzimas de restriccion, electroforesis
en geles de agarosa, ligaciones y PCR, entre otros procedimientos, se realizaron de
acuerdo a protocolos estandares (Sambrook y col., 1989; Ausubel y col., 1992) o en base

a las recomendaciones de los fabricantes.

4.7.1. Clonamiento de la regién 5° de los genes aipl de S. typhi v adhE de S.

typhimurium en pBluescript y pGP704

Fundamentados en la alta similitud (100 %) presentada por la region N-terminal
de la proteina Aipl (30 a4) con la alcohol deshidrogenasa (AdhE) de S. typhimuriumy E.
coli, se selecciond la secuencia nucleotidica comunicada para el gen adhE de S.
typhimurium en GenBank (U68173), para disefiar los partidores mas adecuados para
amplificar la regién 5° del gen aipl de S. #phi mediante PCR. Estos incluyeron 1a region
comprendida entre los nuclestidos 60 y 520 (Figura 4). Se utilizé como templados los
DNAs cromosomales de S. typhimurium LT2 (control positivo), S. typhi Ty2 y E. coli K-
12. A ambos partidores se les agrego sitios £coRI y BamHI en sus extremos 5%, de modo
de, poder clonar directamente los productos de amplificacién obtenidos por PCR en los
vectores correspondientes.
Primer-N: 5'GCCCGAATTCGCCAGTTTCACTCAAGAACA3'.

Primer-C: 5"TGGTGGATCCACGTTAGACAGTTCTACCGGS'.
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Figura 4. Esquema de clonamiento de los productos de amplificacién obtenidos por
PCR en los vectores pBluescript y pGP704. Se muestra la estrategia utilizada para el
clonamiento del fragmento 5’ del gen aip/ obtenido por PCR desde el cromosoma de S,
typhi Ty2. El producto de amplificacién de 500 pb se cloné directamente en el vector
pBluescript digerido con EcoRI 'y BamHI y en el vector suicida pGP704 digerido con
EcoRly Bglll, utilizando la enzima T4 DNA ligasa.
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La mezcla de reaccion para PCR consistid entre 50 a 100 ng de DNA gendémico, 10-20
pmoles de cada partidor, 0.2 mM de deoxinucledsidos trifosfato en mezcla, 4 mM
MgCl v 1,5 U de Taq DNA polimerasa (Promega o Gibco) en 50 pl de volumen de
reaccion. Las condiciones de amplificacion fueron de: 94 °C por 10 min; 35 ciclos a 94
°C por 1 min (desnaturacién), 55 °C por 45 s (hibridacién) y 72 °C por 1 min
(extension), luego 72 °C por 10 min. Los productos de amplificacion (500 pb) obtenidos
a partir de los templados, DNA genémico de S. fyphimurium LT2 y S. typhi Ty2, se
clonaron entre los sitios BamHI y EcoRI del vector plasmidial pBluescript KS II (+/-)
(Stratagene), para generar los plasmidios pMA12 y pMA21, respectivamente. Por otra
parte, el producto de amplificacion obtenido a partir del cromosoma de S. #yphi se clono
entre los sitios Bg/ll y EcoRI del vector suicida pGP704 (Miller y Mekalanos, 1988),
generando el vector suicida pNM2 (Figura 4.), el cual se usé para mutagenizar los genes
aipl y adhE de S. typhi y S. typhimurium, tespectivamente. En ambos casos se utilizé la
enzima T4 DNA ligasa (GibcoBRL) para ligar los productos de amplificacion al vector
pGP704, digerido con las enzimas de restriccién correspondientes. Los productos de
amplificacién obtenidos, fueron previamente purificados con el kit Concert™ gel
gxtraction system (Gibco).

4.7.2. Secuenciacion de los productos de amplificacién del gen aipl y adhE de S.

typhi 'y 8. typhimurium

Los insertos de DNA clonados en los plasmidios pMAI2 y pMA21,

correspondientes a la region 5° de los genes adhE y aipl de S. typhimurium y S. typhi, se
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secuenciaron por el método de Sanger con algunas adaptaciones. Las primeras 80 pb se
secuenciaron en forma manual con el kit fino/l DNA Sequencing System de Promega,
siguiendo las indicaciones del fabricante. Este consiste en una modificacién del método
clasico de secuenciacion (basado en la reaccion de terminacién de cadena de Sanger),
usando muiltiples ciclos de secuenciacion realizados por una DNA polimerasa termo
estable. Se inicia con la desnaturacién del DNA templado por calor, hibridacion del
partidor, extension del partidor por ]Ja DNA polimerasa termo estable en cada molécula
de templado hasta que un didesoxinucleotido es incorporado a la cadena. La doble hebra
es nuevamente desnaturada, lo cual permite un nuevo ciclo de hibridacidén y sintesis.
Este proceso se repite por 20 a 30 ciclos. Los fragmentos obtenidos son separados por
electroforesis en geles de poliacrilamida-urea y revelados mediante autoradiografia. Los
partidores universal o forward y reverse (Stratagene) se marcaron con [y--P]ATP (3
pCi/pmol). La mezcla de reaccion, consistié de 1,5 pmol del partidor, 40 finol de DNA
templado (100 ng de DNA plasmidial) y 5 U de Taq polimerasa (Promega). Esta mezcla
se dividi6 en 4 tubos que contenian los cuatro desoxinucledtidos mas uno de ellos como
didesoxinucleotido. El PCR se llevé a cabo de la siguiente forma: 2 min a 95 °C, 30
ciclos de 30 s a 95 °C (desnaturacién), 30 s a 45 °C (hibridacion) y 1 min a 70 °C
(extension). La mezcla de reaccion se calenté a 70 °C por 2 min y se aplicé en un gel de
acrilamida:bisacrilamida (19:1)-urea 8 M en tampon TBE (Tris-HC1 86 mM; H;BO; 89

mM; Na,EDTA 2 mM; pH 8,3). El gel se corrié a 60 W durante 2, 3 y 5 h y luego se

proceso para autorradiografia.
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En una segunda etapa de las investigaciones, se obtuvo la secuencia completa del
fragmento de 500 pb, correspondiente al gen aip! de S. typhi (Figura 11), por métodos

automaticos,

4.7.3. Obtencién de DNA plasmidial

Los plasmidios pMA12 y pMA21, derivados del pBluescript KS II y el vector
suicida pNM2, derivado del pGP704, se aislaron mediante Kits comerciales Concert ™
high purity midiplasmid DNA purification system (GibcoBRL) o Wizard™ Plus
minipreps plasmid DNA purification kit (Promega), segin las recomendaciones del
fabricante o mediante el protocolo descrito por Birnboim y Doly (1979). En este caso, se
creci6 10 mi de la cepa E.coli IM109/pBluescript KS 11 y 50 ml de la cepa E. coli DH5a.
Apir/pGP704 en caldo LB suplementado con 50 pg/ml de ampicilina, con agitacién
vigorosa a 37°C durante toda la noche. El cultivo se centrifugé 20 min a 3000 x g, se
elimin6 el sobrenadante y el sedimento se resuspendid en 200 pl de tampon de lisis
(Tris-HC1 25 mM pH 8,0, EDTA 20 mM; glucosa 50 mM; RNAsa 100 pug/ml). Se dejé
por 5 min a temperatura ambiente, se agregé 400 pl de solucién desnaturante preparada
en el momento (NaOH 0,2 M; SDS 1 %), se mezclo suavemente y se dejo en hielo por
10 min. Se agregé 300 ul de acetato de amonio 7,5 M, se dejo en hielo por 10 min, luego
se centrifugé 20 min a 3000 x g. Se recuperd el sobrenadante en un tubo estéril y se
agregod un volumen de mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se agit6 en

vortex y se centrifugd por 5 min a 13000 x g. Se rescatd la fase acuosa (superior) en un

tubo estéril y se repitid la extraccion con 1 volumen de cloroformo:alcohol isoamilico
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(24:1) hasta obtener una fase acuosa transparente. Entonces, se agregé 0,6 voltimenes de
isopropanol y 0,1 volumen de acetato de sodio 3 M, se agitd por inversién y se dejo
precipitando €l DNA por 20 min a temperatura ambiente, Se centrifugd por 5 min a
13000 x g y se eliminé el sobrenadante. El sedimento se lavé con 500 pl de etanol 70 %
frio, se centrifugé 5 min a 13000 x g, se eliminé el sobrenadante por aspiracién y se secé
por calor. El sedimento de DNA plasmidial, se resuspendié en un volumen apropiado de

agua bidestilada estéril y se almacend a -20°C.

4.7.4. Obtencion de DNA cromosomal

El DNA genomico de las bacterias se extrajo con mediante el kit Wizard™
Genomic DNA purification system (Promega) o por el método de Ausubel y col,
(1992). Brevemente, se crecié 3 ml de la bacteria en caldo Luria, con agitacién vigorosa
a 37°C durante la noche. El cultivo se centrifugd 10 min a 3000 x g, se descart6 el
sobrenadante y ¢l sedimento se resuspendio en 570 pl de tampén TE (Tris-HCI 50 mM
pH 8,0; EDTA 10 mM). Se agregé 10 pl de Proteinasa K (10 mg/ml), 5 pl de RNAasa
(10 mg/ml) y 30 ul de SDS al 10 %. La mezcla se agité por inversidn suavemente y se
incubd por 1 h a 37°C. Luego, se agregd 100 pl de NaCl 5M, se agité en vortex y se
agrego 80 ul de CTAB 10 % en NaCl 0,7 M, se agité nuevamente y se incubd a 65 °C
durante 10 min. Inmediatamente se agregd 1 volumen de mezcla
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se mezclé vigorosamente y se centrifugd

10 min a 13000 x g. Se transfiri6 la fase acuosa a un tubo estéril y se agregd un volumen

de mezcla cloroformo:alcohol iscamilico (24:1), se agit6 suavemente y se centrifugod por
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10 min a 13000 x g. Se rescat6 la fase acuosa en un tubo limpio y se repiti¢ la extraccion
hasta obtener una fase acuosa transparente. Enseguida se agregé 0.6 volﬁmene; de
isopropanol, se agitd por inversion y se dejé precipitando el DNA por 20 min a
temperatura ambiente. Se centrifugé por 15 min a 13000 x g y se descarté el
sobrenadante. El sedimento se lavo con 500 ul de etanol 70 % frio, se centrifugd S mina
13000 x g y se secd por calor. El sedimento se resuspendio en un volumen apropiado de
agua bidestilada estéril y se almacené a -20°C. La concentracién de DNA se estimé en
geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio por comparacion con estindares de

concentracion conocida. -
4.7.5. Electroporacién

La cepa E. coli JM109 se electroporé con los plasmidios pMA12 y pMA21,
respectivamente, ambos derivados de pBluescript KS I1. La cepa E. coli DH5w (Apir) se
electropor6 con el plasmidio pNM2, la cual permite la replicacion del plasmidio pGP704
y sus derivados. En el caso del DNA cromosomal, éste fue vigorosamente agitado en
vortex por 2 min antes de ser agregado a las células competentes. Se us6 el método
descrito por O'Callaghan y Charbit (1990), con algunas modificaciones, para
electroporar cepas de S. typhi y S. typhimurium. Las bacterias receptoras se crecieron en
75 ml de caldo LB hasta fase exponencial tardia a 0,5 0D, se enfriaron sobre hielo y
se cosecharon por centrifugacion a 3000 x g 10 min. Se lavo sucesivamente el sedimento

bacteriano con 10, 5 y 2,5 ml de agua deionizada estéril fria. Finalmente, el pellet se

resuspendio en 200 pl de agua deionizada estéril fria y se alicuoté en tubos Eppendorf
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(50 pl). Para la electroporacion se afiadio 1-5 ul de DNA cromosomal (1-5 pg) o 5 ul de
plasmidio (50-100 ng) a cada alicuota de bacterias competentes mantenidas en hielo. Se
transfirio la mezcla a una cubeta de electroporacion mantenida en hielo (abertura del
electrodo 0,2 cm; BioRad). Se usé un pulso de 12,5 kV/cm (2,5 kV; 200€; 254F) (Gene
Pulser II, Bio-Rad) y se transfirié la mezcla répidamente a un tubo de vidrio que
contenia 1 ml de medio LB, el cual se incub6 durante 1 h a 37°C con agitacion antes de

plaquear en el medio selectivo.

4.7.6. Ensayos de hibridacién Southern blot y marcacién de las sondas de DNA

4.7.6.1. Transferencia de DNA a membrana de nylon

EI DNA fraccionado en gel de agarosa al 0,8 % se sumergié en una solucién de
HCI 2,5 N (despurinacién) por 5 min, se cambié por solucién fresca y se incubd 5 min
adicionales. Se lavo con 10 volumenes de agua y se tramsfirid a solucién de
desnaturancion (NaOH 0,5 N; NaCl 1,5 M) por 20 min con agitacién suave. Se
reemplazé por solucion fresca y se dejé 10 min adicionales. Nuevamente se lavo el gel
con 10 volimenes de agua y se agregd solucién de neutralizacién (Tris-HCI 0,5 M pH
7.0; NaCl 3 M) por 20 min. Se cambid Ia solucién hasta que el pH fue menora 9.

En un recipiente con solucion SSC 20x (citrato de sodio 0,3 M pH 7,4; NaCl 3
M) se puso una bandeja de plastico mas pequefia, sobre la cual se extendié un trozo de

papel Whatmann 3MM rectangular, cuyos extremos quedaron sumergidos en la

solucién. El papel se humedecié con SSC 20x y sobre €l se puso el gel de agarosa que
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contenia al DNA fraccionado. Enseguida se cubrié el gel con un trozo de membrana de
nylon de igual tamafio, la cual previamente se hidraté por 10 min en agua, seguido de 5
min en 20x SSC. Entonces, se cubrié la membrana de nylon con 3 hojas de papel 3MM
y sobre ellas varias capas de toallas de papel absorbentes, cortadas del mismo tamafio
ciel gel. Finalmente, se deposité un vidrio plano sobre las toallas de papel y sobre éste se
puso un peso de alrededor de 500 g. Se dejé transfiriendo el DNA por capilaridad
durante 12 h, teniendo en cuenta el cambio de las toallas de papel y la evaporacién de la
solucidn de transferencia. Una vez concluido la transferencia, se retiré la membrana de
nylon y se lavé en solucién 2x SSC por 5 min. Se dejé secar bien al aire y se fijo el

DNA a la membrana por irradiacion con UV (254 nm) por 30 s.

4.7.6.2. Marcacién radiactiva de la sonda aip!

La sonda que se utilizé para los experimentos de hibridacion Southern fue el
producto de amplificacién de 500 pb obtenido por PCR, correspondiente al gen aipl de
S. typhi Ty2. El fragmento de DNA se purifico con el kit Concert™ Rapid PCR
purification system (GibcoBRL), luego se fracciond en geles de agarosa, se tifié con
bromuro de etidio y se extrajo desde el gel, siendo entonces purificado mediante el kit
Concert™ gel extraction system (GibcoBRL). Luego se procedié a marcar la sonda por
PCR. La mezcla de reaccién consistio de 100 ng de DNA, 30 pmoles de cada partidor,
125 pM de deoxinucledsidos trifosfato en mezcla equimolar, que incluy6 200 pCi de

[o**PJdATP 800 Ci/mmol (25 uM final), 4 mM MgCl, y 2,5 U de Taq DNA polimerasa

(Gibco) en 25 ul de volumen de reaccion. Las condiciones de amplificacion fueron de:
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94 °C por 5 min; 30 ciclos a 94 °C por 1 min, 50 °C por 1 min y 72 °C por 1 min, luego
72 °C por 10 min. El producto de amplificacion radiactivo se purificé mediante el

Qiaquick PCR purification kit (Qiagen).

4.7.6.3. Marcacion no radiactiva de la sonda aip/

La sonda utilizada para los experimentos de hibridaciéon Southern no radiactivo
fue el producto de amplificacidén de 500 pb correspondiente al gen aip/ obtenido por
PCR a partir del cromosoma de S. &yphi Ty2, el cual se purificé de la misma forma que
en el punto. 4.7.6.2. Enseguida se realizo al marcaje de la sonda con el kit BioPrime
DNA labeling system (GibcoBRL), segiin las instrucciones del fabricante. Se tomo 100
ng de sonda resuspendida en tampén de dilucidn (5-20 pl), se agregd 20 ul de solucidn
random primer y se desnaturé por 5 min a 94 °C, inmediatamente se puso sobre hielo. Se
adicion6 5 ul de la mezcla de nucleotidos, que incluye el nucleétido marcado (biotina-
14-dCTP), se agrego 1 ul de fragmento de Klenow, se incubo 1 h a 37 °C, se adicioné 5
ul de stop buffer. Se purificé por Gltimo con el kit Concert™ Rapid PCR purification

system (GibcoBRL). Se almacend a —20 °C hasta usar.
4.7.6.4. Hibridacién Southern radiactivo

El DNA cromosomal de las cepas de E. coli, S. typhi y S. typhimurium silvestres
0 mutantes generadas, digeridos con EcoRl, se fracccionaron por electroforesis en geles

de agarosa al 0,8 % mediante procedimientos estindar (Maloy, 1990), se transfirié a



56

membrana de nylon NEN™ y se hibridé en condiciones de alta estrictez segun Ausubel
y col., (1992). Se utilizé como sonda la regién 5° del gen aip/ de S. typhi Ty2 marcada
con [a”P]dATP mediante PCR. La membrana de nylon se incubdé con 0.2
ml/cm’membrana con solucién de prehibridacion (formamida 25 %; SSC 6x; Denhardt
5x; SDS 0,5 %; 100 pg/ml DNA de espermio salmoén fragmentado y desnaturado) a 42
°C por 2 h. Se reemplazé por solucién de hibridacién (formamida 25 %; SSC 6x; SDS
0,5 %; 100 pg/ml DNA de espermio de salmén) precalentada a 42 °C. Inmediatamente
se adiciono a ésta 100 a 200 ng de sonda marcada desnaturada a 100 °C por 5 min y \
luego enfriada sobre hielo. Se hibrido a 42 °C por 12 a 18 h y luego se procedié con los
lavados. Primero se lavé con 10 volimenes de 2x SSC; 0,1 % SDS a temperatura
ambiente por 5 min. Luego con 0,2x SSC; 0,1 % SDS por 10 min a temperatura
ambiente (baja estrictez) y por iiltimo dos lavados de 15 min con solucién 0,1 % SSC;
0,1 %SDS, precalentada a 68 °C (alta estrictez). Se enjuagé en 2x SSC por 5 min, se
dejo secar y se sometio a autoradiografia. Se expuso por 18 h sobre pelicula XOMAT

{Kodak).
4.7.6.5. Hibridacién Southern no radiactivo

El1 DNA cromosomal de S. typhi y S. typhimurium silvestres y mutantes digeridos

con EcoRI o con una combinacion de enzimas EcoRU/Pstl/Sfil, se fraccioné por

electroforesis en geles de agarosa (Maloy, 1990) y se transfirié a membrana de nylon.
Entonces se hibridé con la sonda aipl (500 pb) marcada con biotina. Para revelar se usd

un sistema quimio-luminiscente, Photogene Detection System (Gibco BRL), segin las

7

.
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indicaciones del fabricante. Se usé ademas las soluciones de prehibridacién-hibridacién
que recomienda el fabricante (Na,HPO; x 7H,0 0,5 M pH72,SDS 7%y ED’i‘A 1
mM) en condiciones de alta estrictez. Primero se incubé la membrana por 2a 4 hcon
solucion de pre-hibridacion precalentada a 65 °C. Después, se procedio a incubar la
membrana por 12 a 18 h a 65 °C con la solucién de hibridacion precalentada a 65 °C, la
que incluyé 15 pl (0,5-1,0 pg) de la sonda marcada, la cual fue previamente desnaturada
a 100 °C por 5 min. Concluida la hibridacion, se retird la solucion de hibridacion y se
lav6 1a membrana dos veces a 65 °C por 5 min en condiciones de alta estrictez con 2
ml/cm*membrana de solucién SSC 5x; SDS 0,5 % precalentada a 65 °C. Después se
lav6 una vez a 50 °C por 35 min con solucién SSC 0,1x; SDS 1 % precalentada a 50 °C
y por iltimo una vez por 5 min a temperatura ambiente con soluciéon SSC 2x. Se revelé
segln las instrucciones del fabricante con el conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina

y se expuso entre 10 y 60 min sobre pelicula XOMAT (Kodak).
4.7.7. Digestién del DNA cromosomal y plasmidial con enzimas de restriccién

El DNA genémico o plasmidial se digiri6 siempre segin las indicaciones del
fabricante. En general, 1 ug DNA se digirié con 10 U de enzima de restriccién (EcoRl,
BamHL, Sfil, Pstl, Xbal, Bg/ll) a 37 °C entre 2-4 h. La digestion del DNA se verifico

mediante electroforesis en geles de agarosa, tefiidos con bromuro de etidio.
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4.7.8. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Para fraccionar los fragmentos de DNA se realizd electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 0,8 % en tampén TAE (Tris-HCl 40 mM pH 8,0; EDTA 2 mM;
acetato de sodio 20 mM). Los geles se corrieron a 10 V/em. A las muestras se les agrego
1/5 del volumen de tampé6n de carga (glicerol 25 %; SDS 0.5 %,; azul de bromofenol
0,025 %; EDTA 12 mM). Las bandas de DNA se observaron en transiluminador UV
(254nm), tifiendo con 0,5-1 pg/ml de bromuro de etidio. Se fotografio -con pelicula

Polaroid 677. -

4.8. Ensayo de invasion en Ia linea celular epitelial humana HEp-2

Para determinar el indice de invasion y proliferacion de las cepas de S. typhi y S.
{yphimurium mutantes en la linea celular epitelial de origen humano HEp-2, se aplicé un
ensayo in vitro basado en el método de Lissner y col., (1983). Este consiste en poner en
contacto un cultivo bacteriano con una monocapa de células sembrada sobre una placa
de cultivo celular de 96 pocillos (Nunc). Aproximadamente, 1-5 x 10° ufc (200 pl) de
bacterias crecidas en anaerobiosis hasta fase exponencial temprana (0,15-0,20 ODgy),
en condiciones que potencian el fenotipo invasor de la bacteria (Contreras y col.,
1995b), se centrifugaron por 5 min a 12000 x g. E! sedimento bacteriano se resuspendid
en 1 ml de DMEMSF y se adiciond en alicuotas de 100 pl sobre 8 pocillos que
contenian la monocapa de células HEp-2 confluente (4 x 10* células/pocillo) a una moi

de 10-50 bacterias por célula. Se incubé 1 h a 37 °C (atmésfera con 10 % CO,), para.
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permitir la entrada de las bacterias a las células. Enseguida se removio el medio y Ia
monocapa celular se lavé dos veces con 100 pl de PBS pH 7.4 suplementado con
gentamicina (200 pg/ml). Se adicioné 100 pl de medio fresco suplementado con
gentamicina (200 pg/ml) y se continu6 la incubacion por 2 h mas. Se lavé dos veces con
PBS, para luego lisar las células de 4 pocillos con Triton X-100 al 1 % en PBS. El
tratamiento por 10 min con este detergente no afecta la viabilidad de las bacterias
silvestres y mutantes crecidas en aerobiosis y anaerobiosis, obteniéndose un porcentaje
de recuperacion de alrededor del 95% de las UFC totales agregadas, segin se determind
en este estudio. EI niimero de bacterias intracelulares (ufc a ty) se determiné por recuento
en placa sobre agar LB. Los 4 pocillos restantes se incubaron por 20 h més, para permitir
la proliferacién intracelular. Las monocapas celulares se lisaron y se determino el
namero de bacterias intracelulares (ufc a tx). Los resultados cuantitativos de los €nsayos

de invasion y proliferacion se calcularon de 1a siguiente manera;

Nto= uic a ty/ufc agregadas
Indice de invasién = 100 x (Nty) mutante / (Nty) parental

Indice proliferacion = 100 x (ufc a typ/ufc a ty) mutante / (ufc a typ/ufc a to) parental.

4.9. Determinacion de LDsy en el modelo animal ratén

Se realizé determinaciones de LDs; para evaluar el efecto de la mutacién del gen
aip! de S. typhi en ensayos de virulencia in vivo. Para ello se construyo una cepa de S.

Yyphimurium patogénica con una mutacién homéloga a de la mutante de S typhi
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(TYT2006), es decir, en el gen adhE utilizando el mismo vector Suicida {(pNM2). Se
realizé dos experimentos independientes para la determinacion de LDs,. En ambos casos
se uso ratones BALB/C hembras de 7 a 8 semanas de edad, los cuales fueron inoculados
via oral (p. 0.) con las bacterias crecidas en condiciones anaerébicas, de la misma forma
que para los ensayos in vitro. Antes de dar a beber el indculo, el estomago de los ratones
se neutralizé con 25 pl de bicarbonato de sodio 0,2 M. Los inoculos de S, typhimurium
correspondientes a la cepa silvestre (14028s) y mutante (NPM1) se resuspendieron en
PBS estéril, ajustando la concentracion de bacterias para que en una alicuota de 100 ul,
administrada directamente desde la punta de la pipeta, la dosis fuera de 107, 10, 10°, 10
y 10° UFC, respectivamente. Se trabajo cada dilucion bacteriana en grupos de 5 ratones.
Ademas se incluyé el control, al cual se le administro solo PBS. Se verificé diariamente
el estado de los ratones, los sobrevivientes fueron sacrificados al cabo de 20 dias,
recuperandose de ambos grupos, bacterias desde higado y bazo, donde la mutante
(NPM1) aiin conservo la resistencia a ampicilina, corroborandose asi Ia estabilidad de la
mutacion. Se utilizo el método de Reed y Muench (1938) para determinar el 50% de la
dosis letal de infeccién para la via oral. Los experimentos con manipulacion de
animales, se realizaron en el bioterio de Ia Facultad de Ciencias Biolégicas de la P. U. C.

de Chile.

4.10. Medicién de Ia actividad alcohol deshidrogenasa de $. tphi y S. typhimurium

Se decidi6é determinar la actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa de S.

typhi Ty2 y S. typhimurium LT2, debido a que la proteina de 100 kDa, Aipl, de S. typhi,
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present6 similitud a la enzima AdhE de E. coli y S. typhimurium. Se probé dos métodos
diferentes. En ambos casos, los ensayos se basaron en los antecedentes de la literatura
para la determinaci6n de la actividad de la alcohol deshidrogenasa de E. cofi.

En uno de los casos, se utilizé el método descrito por Clark y Cronan (1980). Se
cultivo S. oyphi Ty2, S. typhimurium LT2 y E. coli K-12 en 200 ml de caldo IB en
condiciones aerébicas (200 rpm) a 37 °C y en 200 ml! de caldo LB suplementado con
glucosa al 1 % en anaerobiosis (sin agitacion) hasta saturacion (10° bacterias/ml). Se
cosecho por centrifugacién a 3000 x g por 10 min (rotor GSA), se lavé con solucién 50
mM de tampén fosfato de potasio pH 7,4 y se resuspendié en 2,5 ml del mismo. Las
bacterias se lisaron por sonicacién (30 s con pulsos de 10) o mediante prensa French
(150000-20000 Ib/in’). Esto genera teoricamente de 16 a 24 mg de proteina totales/ml de
bacteria procesados. La fraccion sobrenadante cruda se obtuvo por ultracentrifugacion a
27000 x g por 30 min en rotor Ti70 Beckman (Beckman L8-55M). La fraccidn de
membranas se congelo a —70 °C. La fraccién sobrenadante se volvié a uvltracentrifugar a
145000 x g por 60 min, resultando la concentracién de proteinas de esta fraccion
sobrenadante de alta velocidad de 1,5 a 4,5 mg de proteinas/ml, la cual se almacené a —
70 °C hasta la determinacion enzimatica de alcohol deshidrogenasa (ADH). La actividad
ADH se analizé espectrofotométricamente (Beckman DU 640), midiendo ia produccion
de NADH a 340 nm en el tiempo (cinética). Cada cubeta de reaccién contenia: 5 ul de
NAD" (25 ug/ml); 20 pl de etanol 99 % o alilalcohol; 120 pl de tampén fosfato de sodio
0,1 M pH 8,5; 2 nl de fraccion soluble bacteriana de alta velocidad y 853 pul de agua. Se
realiz6 las mediciones entre 0 y 5 min, a intervalos de 0,2 min, Se agregb 0,016 U de

enzima (teoricamente contenida en el extracto crudo) para cada tubo de reaccion, siendo
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la concentracion de cada muestra de sobrenadante de alta velocidad de alrededor de 9
U/ml. (1 U de enzima convierte 1 pM de sustrato/min).

El segundo método que se utilizo consistié en un ensayo en placa Petri, descrito
por Lorowitz y Clark (1982). Este utiliza el sustrato suicida alilalcohol, el cual permite
aislar mutantes que carecen de alcohol deshidrogenasa, de modo que las bacterias que la
expresan son selectivamente muertas. Primero, se ensayo la habilidad de S. typhi, S.
typhimurium y E. coli para oxidar el etanol aerébicamente usando placas indicadoras
redox (tetrazolium; etanol 0,5%). La mutantes forman colonias blancas y las silvestres
rojas. Enseguida, se ensayé la suceptibilidad a distintas concentraciones de alilalcohol,
cultivando las placas a 37 °C en condiciones aerébicas y anaerdbicas (jarra GasPack). Se
tom¢ como referencia las sensibilidades limite reportadas por lo autores (Lorowitz y
Clark, 1982) para E. coli silvestre: 200 mM alilalcohol para la bacteria crecida en
aerobiosis y 50 mM en anaerobiosis. Por lo tanto, se probo varias concentraciones del
sustrato suicida que fluctuaron entre 10 a 200 mM.

También se ensayo la capacidad para crecer en medio minimo E suplementado
con glucosa al 1 % en aerobiosis y anaerobiosis de las cepas silvestres y mutantes, dado
a que se ha descrito que . coli mutantes en ADH, son incapaces de desarrollarse en
estas condiciones. Nuestros resultados demostraron que ambas mutantes, TYT2006 y
NPML, crecieron en las dos condiciones de cultivo, claro que el tiempo de duplicacion

fue menor.
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4.11, Produccién de antisuero anti proteina Aipl de §. typhi Ty2

Se procedié a inocular dos conejos hembra adultos con un homogenizado de la
proteina Aipl, preparado de la siguiente manera. Se fraccioné entre 840-1050 pg de
proteinas de la ME de S. typhi Ty2 crecida en condiciones de cultivo anaerébico en geles
al 12,5 % de poliacrilamida-SDS, tefiidos con azul de Coomassie, recortdndose las
bandas correspondientes 2 la proteina de Aipl (100 kDa) directamente desde el gel. Las
bandas se molieron en particulas pequefias pasando reiteradas veces la muestra por la
aguja de una jeringa. Se utilizé PBS estéril para resuspender la muestra en 8 m! finales,
que fueron inyectados por via subcutdnea en dosis de 4 ml en el lomo de cada conejo
(Hudson y Hay, 1980).

Previo a la inmunizacion se extrajo desde la oreja de cada animal 5 ml de sangre,
como control de suero preinmune. La segunda inmunizacién se realizé 15 dias después
de la primera, inyectando por la misma via igual cantidad de antigeno, preparado segiin
las indicaciones descritas. Transcurridas otras dos semanas se procedi6 a inmunizar por
tercera y cuarta vez, con intervalos de 10 dias entre cada inoculacién. La uitima
inyeccion se efectud transcurridos 20 dfas mas, bajo condiciones similares. En todas las
ocasiones, se fue verificando 1a produccion de anticuerpos anti Aipl, mediante analisis
Western blot (Hudson y Hay, 1980). Finalmente, se sacrificé ambos conegjos por puncién
cardiaca a Jos 90 dias de efectuada la primera inmunizacién. La sangre se dejé coagular
por 1 h a 37°C, luego se incubd a 4 °C por 2 h, se removi6 el coagulo y se centrifugo a

1000 x g por 10 min. Se alicuot6 y almacené a 20 °C.




4.12. Anilisis Western blot de las proteinas de la ME de S. typhi Ty2 con suero

policlonal anti Aipl

Las proteinas de la ME de 8. #yphi Ty2 crecidas en aerobiosis y anaerobiosis, se
extrajeron por el método de Lobos y Mora (1991) y se fraccionaron en geles de
poliacrilamida-SDS al 12, 5% (1-D), segin lo indicado con anterioridad. Concurrida la
electroforesis el gel se sumergié en tampén de transferencia (Tris-HC1 25 mM pH 8,3;
glicina 192 mM; metanol 20 %) por algunos segundos. Fn forma paralela, se humedecio
la membrana de nitrocelulosa (NC). Entoces se mont6 el sistema de electrotransferencia,
segn Towbin y Godpon (1979), tomando la precaucién de manipular todo el material
con guantes y pinzas. La transferencia de proteinas de la ME se llevé a cabo por3h
entre 120 a 150 mA a voltaje constante. Concluida esta etapa, se lavo la membrana con
tampon TBS (Tris-HCI 20 mM pH 7,5; NaCl 200 mM) y luego se bloqued con TBS-
BSA 1 % por 30 min a temperatura ambiente, con agitacion suave. Enseguida se incubd
por 30 min a temperatura ambiente con el suero de conejo anti Aipl diluido 1:1000 en
tampon TBS-BSA 1 %. Luego se lavo tres veces por 5 min con solucion TBS-0,5 %
Tween 20 y se incubd con anti IgG de conejo conjugada a fosfatasa alcalina diluida
1:5000 en TBS-BSA 1 % por 1 h a temperatura ambiente. Se lavé tres veces con TBS-
0,5 % Tween 20 y se sumergié en solucién amortiguadora de sustrato (Tris-HC1 100
mM pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl, 50 mM) por 3 min. Enseguida se revelo con 0,16
mg/ml de BCIP (5-Bromo-4-Cloro-3-indolilfosfato, sal de p-toluidina) més 0,33 mg/ml

de NBT (azul de nitrotetrazolio) en amortiguador de sustrato. La reaccion se detuvo con

agua-EDTA.




65

4.13. Ensayos de inmunofluorescencia indirecta con bacteria vivas

Se cultivd S. oyphi Ty2 silvestre y la mutante S, tphi aipl (TYT2006) en
condiciones aerébicas y anaerdbicas, segim las condiciones establecidas. Se tomé 1,5 ml
de cada cultivo crecido hasta 0,4 ODggo y se centrifugé a 12000 x g por 5 min. Se lavo el
pellet 3 veces con PBS estéril y se procedié a incubar con el suero del conejo 1 diluido
1:500 en PBS. Se incubd por 30 min a temperatura ambiente con agitacién suave. Se
lavé el pellet 3 veces con PBS y se incubd con el segundo anticuerpo, anti IgG de conejo
conjugada a isotiocianto de fluoresceina (FITC) (Sigma) diluia 1:50 en PBS, por 30 min
a temperatura ambiente con agitacién suave. Entonces, se lavé el pellet bacteriano 3
veces con PBS y se resuspendid en 100 ul del tampén. Se tomé 10 ul de la muestra de
bacterias, se mezcld con 10 pl de medio de montaje y se observo en microscopio de

epifluorescencia (Nikon) con luz UV.
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5. RESULTADOS

3.1. Caracterizacién de las proteinas de la ME de S. fyphi Ty2

Las proteinas de la ME de S. fyphi Ty2 cultivada en condiciones aerdbicas y
anaerdbicas se aislaron por tres métodos diferentes, con el objeto de comprobar la
efectividad de los métodos de extraccién y escoger el mas adecuado para las siguientes
investigaciones. Adem4s se analizé en algunos casos la fraccién de MI para identificar la

presencia de posibles proteinas contaminantes en la ME.

3.1.1. Aislamiento de las proteinas de la ME de S. pphi Ty2 cultivada en
condiciones aerdbicas y anaerdbicas. Comparacion de los perfiles electroforéticos

de las proteinas

Los resultados correspondientes a los métodos de extraccion ensayados, se
muestran en la Figura 5. Aqui se sefiala las preparaciones de ME obtenidas de S, typhi
crecidas en aerobiosis (carriles 2, 4 y 6) y anaerobiosis (carriles 3, 5y 7), por el método
de Schnaitman modificado por Lobos y Mora (1991), el de Michiels y col., (1990) y el
del Sarkosyl (Nikaido, 1994). Las flechas amarillas (en 3 y 5)-indican las proteinas
inducidas en anaerobiosis, comparadas con su contra parte en acrobiosis (2 y 4).
Claramente, la utilizacién del detergente anidnico Sarcosyl (carriles 6 y 7), favorece la
extraccion de las porinas (Nikaido, 1994). Debido a que nos interesé enfocar los estudios

en las “otras® proteinas de la ME, de las cuales se sabe muy poco, es que este método de
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Figura 5. Anilisis de las proteinas de la ME de S. typhi Ty2 crecidas en aerobiosis y
anaerobiosis. Se aislé las proteinas de la ME de S. fyphi Ty2 mediante tres métodos
diferentes de extraccion. Se muestra en (1) el estandar de tamafio molecular. Las
proteinas de la ME aisladas por el método de Lobos y Mora (1991) en aerobiosis (carril
2) y anaerobiosis (carril 3); por el de Michiels y col., (1990) en aerobiosis (carril 4)y
anaerobiosis (carril 5) y por un método que usa un detergente alternativo (Nikaido,
1994), como el Sarcosyl, en aerobiosis (carril 6) y anaerobiosis (carril 7). Las flechas
amarillas indican las proteinas mayormente inducidas por la condicién de cultivo
anaerébico (3 y 5), correspondientes con un tamafio molecular de 100, 80, 50, 46, 44, 36
y 20 kDa, respectivamente.
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extraccion fue descartado inmediatamente. En los otros dos métodos probados, los
perfiles de proteinas analizados en geles unidimensionales fueron similares,
observandose en ambos, las mismas de proteinas de la ME inducidas en anaerobiosis,
Finalmente, se escogio trabajar los experimentos siguientes, con el método de Lobos y
Mora (1991), ya que éste no requiere de ultracentrifugacion, una ventaja en el tiempo y
sencillez del procedimiento, respecto al de Michiels, y col., ( 1990).

En la Figura 6 se muestra uno de los perfiles de proteinas obtenidos de S, typhi
Ty2, cultivadas en condiciones aerdbicas y anaerobicas, aisladas mediante el método de
Michiels y col., (1990). Se muestran las proteinas de la ME extraidas en cond-iciones
aerdbicas (carril 3) y se las compara con el perfil de proteinas obtenido cuando la
bacteria es crecida en anaerobiosis (carril 4). Las flechas azules indican las proteinas de
la. ME mayormente inducidas por la condicion ambiental anéxica, las cuales
corresponden a las bandas observadas en la regién de 100, 80, 50, 46, 44, 36, 25 y 20
kDa. La porina OmpA, se usé como estandar interno de la cantidad de proteinas cargada,
para asi poder determinar la induccién de alguna proteinas. OmpA es constitutiva y por
lo tanto, no estaria sometida a procesos de regulacion (Calva y Puente, 1995). Ademas,
se muestran las proteinas de la MI, extraidas en condiciones de crecimiento aerdbico
(carril 5) y anaer6bico (carril 6). En este caso, las flechas rojas indican la ausencia de
ciertas proteinas en la fraccion de MI, pero que si se observaron inducidas en la ME de
bacterias crecidas en anaerobiosis, descartando Ia posibilidad de que las proteinas que se
observan en la fraccion de ME sean contaminantes de membrana citoplasmatica.

También se muestra la fraccion de proteinas de bacterias totales crecidas en aerobiosis
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Figura 6. Anilisis de las fracciones subcelulares de S. #yphi Ty2 crecidas en
condiciones de cultivo aerébico y anaerébico. Se aislo las proteinas de la fracciones de
ME (3 y 4), MI (5 y 6) y bacterias totales (1 y 2) de S. syphi Ty2 crecida en condiciones
aerdbicas y anaerdbicas, mediante el método de Michiels y col., (1990). Se fraccioné en
geles al 12,5 % de poliacrilamida-SDS y se tifié con azul de Coomassie. Las flechas
azules indican las proteinas de la ME mayormente inducidas en anaerobiosis (carril 4),
correspondientes a un tamafio molecular de 100, 80, 50, 46, 44, 36, 25 y 20 kDa,
respectivamente. Las flechas rojas indican la ausencia de estas proteinas de la ME en la
fraccion de MI (carril 6). En (7), el estandar de tamafio molecular 7B.
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(carril 1) y anaerobiosis (2) también se muestran, junto al estandar de tamafio molecular

{carril 7).

5.1.2. Seleccién de las proteinas de la ME de S. typhi mayormente inducidas en

anaerobiosis mediante andlisis densitométrico

Se fracciond las proteinas de la ME de S. typhi Ty2 crecidas en aerobiosis y
anaerobiosis en geles al 12,5% de poliacrilamida-SDS, se tifié con azul de Coomassie R-
250 y se sometié a analisis densitométrico mediante programa computacional para
analisis de imagen, NIH-Image. La Figura 7 muestra uno de los densitogramas (panel B)
obtenidos para las muestras de proteinas de la ME extraidas por el método de Lobos y
Mora (1991) (panel A). Las flechas negras indican las proteinas mayormente inducidas
por la condicién ambiental andxica, las que correspondieron a un tamafio molecular de

alrededor de 100, 80, 50, 46, 44, 36, 25 y 20 kDa, respectivamente.

5.1.3. Marcacion de las proteinas de superficie de S. fphi Ty2 crecida en aerobiosis

y anaerobiosis con el reactivo NHS-biotina

Con el objeto de corroborar que las proteinas de la membrana externa de S. typhi
inducidas en anaerobiosis efectivamente se encuentran en la superficie de la bacteria y
que corresponden al perfil obtenido de éstas mediante tincién con azul de Coomassie, se
decidié marcar las proteinas de la envoltura de S. #yphi Ty2 mediante biotinilacion in

vivo. El reactivo reactivo NHS conjugado a compuestos biotinilados (Figura 1) ha sido
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Figura 7: Proteinas de la ME de S. typhi Ty2 y densitometria. A: Las proteinas de la
ME de S typhi Ty2 crecidas en condiciones de cultivo aerébico y anaerébico, se aislaron
por el método de Lobos y Mora (1991), se fraccionaron en geles al 12,5 % de
poliacrilamida-SDS y se tifieron con azul de Coomassie. Las flechas negras indican las
proteinas mayormente inducidas en anaerobiosis (carril 3), correspondientes con una
masa molecular aparente de 100, 80, 50, 46, 44, 36, 25 y 20 kDa, respectivamente. Se
muestra al lado el perfil de proteinas de la ME de bacterias crecidas en aerobiosis (carril
2) y el estandar de tamafio molecular 7B (carril 1). B: Analisis densitométrico de los
perfiles de proteinas mostrados en (2) y (3), para la determinacién de las proteinas
inducidas en anaerobiosis (flechas rojas).




utilizado para marcar proteinas de superfice de células eucariontes, hongos y bacterias
Gram negativas ( Bradburne y col., 1993). Estos autores ensayaron especificamente la
capacidad del reactivo NHS-biotina para marcar selectivamente proteinas de la envoltura
de £. coli in vivo, demostrando que marcaba preferencialmente proteinas de la ME,
periplasma y M, pero nunca marcadores citosolicos. En base a estas investigaciones y al
trabajo realizado por Burchard y Bloodgood (1990) para identificar proteinas de la
superficie de la bacteria Cytophaga spp. involucradas en la adhesion a sustratos, se
disefi6 como marcar las proteinas de superficie de S. typhi Ty2 crecidas en condiciones
aerobicas y anaerébicas. De esta manera se compard los perfiles de proteinas
“marcadas” con los de las proteinas tefiidas. La Figura 8 muestra los resultados
obtenidos para S. typhi Ty2 y S. typhimurium LT2. En esta ocasién se introdujo el
control S. fyphimurium, debido a la gran cantidad de reportes que se encuentra en la
literatura acerca de las proteinas de la ME de esta bacteria. Cabe destacar, que con estos
experimentos no estamos evaluando la induccién de una u otra proteina, ya que no se ha
demostrado que la incorporacién de biotina a las proteinas de superfie sea cuantitativa,
Por lo tanto, la biotinilacién de las proteinas de la ME de S. typhi o S. typhimurium sélo
ocurre si éstas estan expuestas en la superficie de la bacteria.

Los perfiles de protefnas biotiniladas obtenidos para S. fyphi Ty2, tanto en
aerobiosis (carril 1) como anaerobiosis (carril 2), se relacionan bastante bien con los
perfiles de proteinas obtenidos por tincién con azul de Coomassie, desde el punto de
vista del tamafio molecular y migracion electroforética. Lo mismo se pudo determinar

para las proteinas de S. typhimurium aisladas en aerobiosis (carril 3) y anaerobiosis

(carril 4). El analisis de esta informacién sugiere fuertemente, que las proteinas que
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kDa
- 116

- 58
- 48
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OmpA = 36

- 34

Figura 8. Proteinas de la ME de S. #yphi Ty2 marcadas con NHS-biotina. Se creci6
las bacterias en condiciones de cultivo aerébico y anaerdbico, las cuales se cosecharon y
marcaron in vivo con el reactivo NHS-biotina. Entonces, se extrajo las proteinas de la
ME por el método de Lobos y Mora (1991), las cuales se fraccionaron en geles al 12, 5
% de poliacrilamida-SDS, se transfirieron a membrana de nitrocelulosa, donde la
presencia de biotina se revel6 con estreptavidina conjugada a peroxidasa, mediante
tratamiento con el sustrato diaminobencidina (DAB) mas perdxido de hidrogeno. Se
muestra el perfil de proteinas biotinilado obtenido para S. typhi Ty2 crecida en
aerobiosis (carril 1) y anaerobiosis (carril 2), donde las flechas indican las proteinas de la
ME de 100, 80, 50, 46, 36 y 34 kDa. También se muestra la marcacién obtenida para la

cepa S. typhimurium LT2 cultivada en aerobiosis (carril 3) y anaerobiosis (carril 4).
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observamos en nuestras preparaciones de ME pertenecen a esa fraccion. También podria

tratarse de proteinas en vias de secrecion.

S.1.4. Analisis de las proteinas de la ME de S. fyphi Ty2 en geles bidimensionales

En una primera aproximacién experimental se mont6 la técnica de electroforesis
bidimensional para comparar los perfiles de proteinas de la ME de S. fphi Ty2 silvestre.
Se introdujo el detergente zwitterionico CHAPS en las preparaciones, el cual mantiene
las proteinas de membrana en una forma no desnaturada y evita la agregacion artefactual
de éstas, lo que permite mayor reproducibilidad en la etapa del IEF. La Figura 9 muestra
los resultados obtenidos para S. fphi cultivada en aerobiosis’ (panel A) y anaerobiosis
(panel B). En el recuadro 1 se indica una de las proteinas inducidas en anaerobiosis. No
obstante, también se observo la represion de algunas por esta condicién ambiental
(recuadro 2). Los datos encontrados en la literatura para el proteoma de S, typhimurium
(O’ Comnor y col., 1997) sugirieron la ubicacion de las siguientes proteinas: flagelina (n°
1), porina OmpA (n° 2) y Aipl (anaerobically induced protein I) (n° 3), la cual se induce
bajo la condicién ambiental andxica, segim nuestros estudios. La proteina de 100 kDa,
resultdé con similitud a la AdhE (alcohol deshidrogenasa) de S. typhimurium,
antecedente, entre otros que discutiré més adelante, la transformé en el eje central de
nuestras investigaciones. Uno de nuestros objetivos fue entonces lograr mutar el gen aip/
mediante insercion del vector suicida pNM?2 (genética reversa). El detalle de la

estrategia, resultados obtenidos, asf como el analisis de las proteinas de la ME en geles
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Figura 9. Electroforesis bidimensional de las proteinas de la ME de S. typhi Ty2 y
mutante S. fyphi TYT2006. Se aisl6 las proteinas de la ME de S. #yphi Ty2 y mutante S.
typhi TYT2006 crecidas en condiciones de cultivo aerébico y anaerébico mediante el
método descrito por Lobos y Mora (1991). Entoces se sometié las proteinas a
electroforesis bidimensional, segin O Farrell (1975) modificado por Hochstrasser y
col., (1988). En los paneles superiores se muestra las proteinas de S. typhi Ty2 extraidas
en condiciones de cultivo aerébico (A) y anaerébico (B). En C y D, las proteinas de la
ME de la mutante TYT2006, aisladas en aerobiosis y anaerobiosis, respectivamente. Se
destaca la posicion de flagelina (1), OmpA (2) y Aipl (3).
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bidimensionales de la mutante generada (TYT2006) (Figura 9; paneles C y D) se

describiran posteriormente.

5.2. Identificacién de las proteinas de la ME de S. fyphi inducidas en anaerobiosis

Después de haber analizado los perfiles de proteinas de la ME de S, typhi Ty2
cultivada en condiciones aerdbicas y anaerdbicas, se determiné la clara induccion de at
menos siete proteinas en anaerobiosis. De ellas se selecciono las proteinas de 100, 80,
50, 46, 44 y 20 kDa para ser sometidas a secuenciacién N-terminal. Las secuencias N-
terminales de las proteinas se analizaron luego en los bancos de datos disponibles
mediante BlastP. La banda de 36 kDa comresponde a la porina OmpC (S. typkhi), la cual
previamente habia sido informada por nuestro grupo como inducida por la baja

disponibilidad de oxigeno (Contreras y col., 1995a).

5.2,1. Obtencién de las secuencias de amino dcidos N-terminales y anailisis en el

programa BlastP

En la Tabla 3, se encuentran resumidas las secuencias de aminodcidos obtenidas
y las similitudes encontradas en el banco de datos NCBI por ¢l programa BlastP,

De las seis proteinas transferidas a membrana de PVDF, se obtuvo la secuencia
de aminoacidos N-terminal de cinco de ellas, correspondientes a las bandas de 100, 50,
46, 44 y 20 kDa, las cuales se denominaron Aip (anaerobically induced protein) I, IT, III,

1IV'y V, respectivamente. De la proteina de 80 kDa no se obtuvo secuencia, por lo que se
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Tabla 3. Secuencias N-terminales de las proteinas de S. fyphi Ty2 inducidas en
anaerobiosis y sus similitudes segiin el programa Basic BlastP

Banda de Proteina __Secuencias N-terminales, similitud* y nimero de acceso en NCBI

Aipl 100 kDa* 1 AVINVAELNALVERVKKAQREYASFTQEQVDKIFRAXA 38
U68173 Alcohol deshidrogenasa AdhE de S. yphimurium. 1: 97%; P: 97%; L. 878
2 AVINVAELNALVERVKKAQREYASFTQEQVDKIFRAAA 39
P17547 Alcohol deshidrogenasa AdhE de E. coli. I: 97%; P; 97%; L: 891
2 AVINVAELNALVERVKKAQREYASFTQEQVDKIFRAAA 39
156357 Espirosina de E. coli
156356 Espirosina de Y. enterocolitica
AipH 50 kDa 1 AQVINTNSLSLLTQNNLNKSOXALGTAT 28
L21912 Flagelina de S. typhi. 1: 97%; P: 97%; L: 506
2 AQVINTNSLSLLTQNNLNKSQSALGTAI 29
V01370 Flagelina H-1 de S. yphimurium
AipIli 46 kDa 1 MDFHGVATEGIQLRG 15
1 VDFHGYAREGIQWTG 15
X54292 MalL Maltoporina de S. typhimurium. I: 86%; P: 86%; L: 452
26 VDFHGYARSGIGWTG 40

sp/P02943 LamB Maltoporina de E. coli

AiplV 44kDa 1 ARIYNKDGNKLDLFG 15

501248 OmpC porina de 8. fyphi. 1: 100%, P: 100%; L: 378
22 AETYNKDGNKLDLFG 36

P37432 OmpF porina de S, typhimurium

X89756 OmpS2 de S. typhi

X89757 OmpS3 de S. typhi

Q56119 PhoE precursor de S. fyphi. I: 73%; P: 99%; L: 350
21 AEVYNKNGNKLDVYG 35

P30705 PhoE de S. typhimurium.

AipV 20kDa 1 AVIKNKDINKAXLFE 15

No presento6 similitudes

* Similitudes listadas en base a L (nimero de aminoicidos) y a sus porcentajes de I (identities) y P
(positivies). -+ GenBank, niimero de acceso para Aipl: AF145591,
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sospecha de un extremo N-terminal bloqueado. Todas las secuencias se analizaron en el
programa BlastP de NCBI (modo de biisqueda: nr) con el objeto de pesquizar secuen.cias
homélogas en los bancos de datos disponibles y asi poder identificarlas. Las secuencias
aminoacidicas de cuatro de ellas (Aipl, II, III y IV) presentaron similitud con proteinas
presentes en estos bancos de datos y como era de esperarse, las mayores semejanzas se
presentaron con proteinas de E. coli y S. typhimurium. Se obtuvo entre 10 a 38
aminoacidos de secuencia N-terminal mayoritaria, excepto en el caso de la proteina de
46 kDa, donde se informé dos secuencias posibles, de acuerdo al rendimiento en pmoles
de cada aminoécido.

La secuencia de amino4cidos generada a partir de la banda de proteina de 100
kDa (1AVINVAELNALVERVKKAQREYASFTQEQVDKIFRAXA38) mostré 100 %
de identidad con la alcohol deshidrogenasa AdhE de E. coli (sp/P17547) y AdhE de S.
typhimurium (gi/1519723). La proteina AdhE de E. coli ha sido extensivamente
estudiada. Es una enzima trifuncional con actividades de alcohol deshidrogenasa,
acetaldehido deshidrogenasa y piruvato formato liasa desactivasa. La transcripcién de
adhk es inducida en anaerobiosis y reprimida, tanto por oxigeno como por nitrato
(Leonardo y col., 1993). El gen adhE mapea en el centisoma 27,5 de E. coli y 38 de S.
typhimurium (Sanderson y col., 1995).

La secuencia de aminodcidos N-terminal de la proteina de 50 kDa, Aipll,
(IAQVINTNSLSLLTQNNLNKSQXALGTAI28), present6 similitud con la flagelina de
S. typhi y S. typhimurium con una identidad de 97%.

La proteina de 46 kDa mostté dos secuencias de aminoacidos N-terminales

mayoritarias, (IMDFHGVATEGIQLRGIS) vy (1VDFHGYAREGIQWT14) cuya
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combinacién de secuencia se denomind proteina AipIll (1VDFHGYARSGIGWTGI5),
la cual present6 un 86 % de identidad con las porinas MalL (X54292) de S. typhimurium
y LamB (P02943) de E. coli. Ambos genes, mall y lamB son parte del operén maltosa,
forman homotrimeros (porinas) especificos para la captacién y catabolismo de
maltodextrinas. También, pueden actuar como poros pequefios de difusion para iones y
sustratos hidrofilicos (Meyer y col., 1997).

La secuencia N-terminal de AiplV (1AEIYNKDGNKLDLFG15),
correspondiente a la proteina de 44 kDa, mostré un 100 % de similitud con Ia secuencia
con la porina OmpC (sp/S01248) entre otra serie de porinas como OmpF de S.
typhimurium (sp/P37432), OmpS2 (X89756) y OmpS3 (X89757) de S. fyphi y un 86%
de identidad con la porina PhoE de S. typhi (Q561 19) y S. typhimurium (sp/P30705).

Por ultimo, la secuencia amino terminal de la proteina més pequefia
(IAVIKNKDINKAXLFE1S5), denominada AipV (20 kDa), no presenté similitud con
ninguna proteina procarionte presente en los bancos de datos disponibles en NCBI
(modo de busqueda: nr), analizada por el programa BlastP, sugiriendo que AipV de S.

typhi es una proteina hasta hoy no conocida.

3.3. Mutagénesis del gen aipl mediante la estrategia experimental de genética

reversa

Una vez secuenciados los extremos N-terminales de las proteinas de S. typhi Ty2
mayormente inducidas en anaerobiosis, se debia escoger 1a proteina a mutagenizar con el

fin de evaluar su rol en el proceso de invasién a células epiteliales humanas en cultivo.
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Esta eleccion resulto relativamente obvia, debido principalmente 2 la curiosidad
que despertd, en cuanto a su localizacion y abundancia, la proteina de 100 kDa, Aipl,
con similitud a la alcohol deshidrogenasa AdhE de S typhimurium y E. coli. La
ubicacidén de Aipl en la ME de S typhi y 1a gran cantidad en que se encuentra,
posiblemente tiene que ver con la funcidn que podria tener esta proteina-enzima, quiza
un rol estructural en la ME.

Para mutagenizar el gen aipl de S. typhi Ty2, se opto por Ia estrategia
experimental conocida como genética reversa. Ello implica el previo conocimiento de la
secuencia de aminodcidos de la proteina blanco, lo cual nos permite inferir la secuencia
nucleotidica codificante y asi disefiar el método mas adecuado para dirigir la insercién
hacia el gen de interés. En nuestro caso, se escogil inactivar el gen aip/ mediante
mutagenizacién por insercién del vector suicida PNM2, derivado del pGP704. Para ello,
se clono en el plasmidio pGP704 el fragmento 5° del gen aip/ de S. typhi Ty2 obtenido
por PCR, generando el derivado pNM2, el cual se utilizo para todos los experimentos de
inactivacion génica (Figura 4). Previo a la mutagénesis se realizé controles, que
incluyeron la secuenciacion de los productos de amplificacién obtenidos por PCR (pag.
82) y el analisis Southem blot (Figura 21) para verificar la existencia de una sola copia
del gen blanco en el cromosoma de S, typhi.

EI PCR se disefi6 en base a la informacion obtenida a partir de Ia secuencia N-
terminal de la proteina Aipl (100 kDa), la cual mostré un 100 % de similitud con la
regién N-terminal de la alcohol deshidrogenasa AdhE de S. typhimurium y E. coli.
Entonces, se tomé la secuencia del gen adhE de S. yyphimurium (U68173) presente en

GenBank y se disefié una pareja de partidores para amplificar por PCR Ia regién 5° del
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gen aipl desde el cromosoma de S. fyphi Ty2. Tal estrategia involucra suponer la alta

identidad de secuencia nucleotidica descrita entre especies del género Salmonella.

5.3.1. Amplificacion de los genes aipl de S. typhi y adhE de 8. typhimurium por PCR

Se amplificé por PCR la region 5° de los genes aip! de S. typhi Ty2 y adhE de S.
typhimurium LT2. Se introduyjo como controles de amplificacion los DNAs
cromosomales de E. coli K-12, S. typhimurium 14028s y S. typhimurium MS1. En todos
los casos, se obtuvo una sola banda de DNA como producto de amplificacién, de
alrededor de 500 pb, similar al tamafio tedrico esperado para S. fyphimurium (490 pb).
Los resultados del PCR se muestran en la Figura 10, donde los carriles 1 y 2 muestran
los productos de amplificacién obtenidos a partir del cromosoma de S. fyphimurium LT2
y S. typhi Ty2, respectivamente, los cuales fueron después clonados en el vector
pBluescript KS para su secuenciacién. Los carriles 3, 4 y 5 muestran los productos de
amplificacion obtenidos a partir de los cromosomas de S. typhimurium 14028s, E. coli

K-12 y S. typhimurium MS1, respectivamente.

5.3.2. Secuenciacién de la region 5° de los genes aipl de S. typhi Ty2 y adhE de S.

typhimurium LT2

Con el objeto de verificar la identidad de los productos de amplificacion
obtenidos a partir del DNA cromosomal de S. typhi v S. typhimurium, éstos se clonaron

en el vector pBluescript KS II, generando los plasmidios denominados pMA21 y
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Figura 10. Productos de amplificacién obtenidos por PCR usando DNAs
cromosomales de S. gphi, S. typhimurium y E. coli como templade. Se purificé los
DNAs cromosomales de las bacterias, los cuales fueron utilizados como templado para
la reaccién de PCR, segtin las condiciones establecidas en este estudio (métodos, pto.
4.7.1.). Se muestra el producto de amplificacién obten'ido a partir de S. fyphimurium LT2
(1), S. typhi Ty2 (2), S. typhimurium 14028s (3), E. coli K-12 4 y S. pphimurium MS1
(5). Se muestra ademds, el producto de amplificacién purificado, obtenido desde el
cromosoma de S. fyphimurium LT2 (6), y el estindar de tamaiio molecular, DNA del
fago Lambda/HindllI (7).
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pMA12 (Figura 4), respectivamente. Entonces, se secuencio6 alrededor de 80 pb de cada
uno de los insertos clonados. Las secuencias de DNA obtenidas fueron:

Secuencia inserto pMA 12 (DNA de S. typhimurium):

5" ACGCTGATAGCTGAGCCGTACGCATCTCTCTCGATCGCGCGCTARAGAAGCAACTAR

CAAAGCGGCAGACATCGTTCTGCAAGCGCTACGCTGCCGG3”

Secuencia inserto pMAZ21 (DNA de S. tvphi Y*:

5" TARAGCACTACAACGGAGAATCGTTTCGAGCGCTATCGCTGCCGGCGACCGARAGAT
CTGATTGGCTGGATCGATCAACCTTCCGGTAGAACTGTCTTACGTACTASZ!

*N° de acceso a GenBank: AF145591

El analisis de las secuencias descritas en el programa BlastN de NCBIL, nos
indico que correspondian a los fragmentos génicos que desedbamos obtener, ya que
presentaron identidad (90%) de secuencia con el gen adhE de E. coli y S. typhimurium,
respectivamente, lo que nos permitid seguir con el siguiente paso: €l analisis Southern
blot y la posterior mutagénesis del gen aip! de S. yphi.

En forma paralela, se decidio secuenciar el fragmento completo del gen aip/
clonado en el plasmidio pMA21. La secuencia de DNA obtenida se envié al banco de
datos GenBank, donde se le asign6 el nimero de acceso: AF145591. La secuencia

nucleotidica obtenida a partir de este inserto de alrededor de 500 pb se muestra en la

Figura 11.
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5'GCCAGTTTCACTCAAGAACAGGTCGACAAAATCTTCCGCGCCGCCGCTCTGGCAGCC
GCTGATGCCCGCATTCCGCTGGCCAAAATGGCCGTCGCCGAATCAGGTATGGGTATCGT
GGAAGACAAAGTGATTAAAAACCACTTCGCTTCTGAATATATTTACAATGCCTATAAAG
ATGAAAAAACCTGCGGCGTGCTGTCAGAAGACGACACCTTCGGGACCATCACCATTGCT
GAACCTATCGGCATTATTTGCGGTATCGTTCCAACCACTAACCCGACCTCTACTGCGAT
CTTCAAATCGCTGATTAGCCTGAAGACCCGTAACGCCATCATCTTTTCTCCGCATCCGC
GCGCTAAAGAAGCAACTAACAAAGCGGCAGACATCGTTCTGCAGGCGGCTATCGCTGCC
GGCGCACCGAAAGATCTGATTGGCTGGATCGATCAACCTTCCGGTAGAACTGTCTTACG

T3

*Nimero de acceso a GenBank: AF 145591,

Figura 11. Secuencia nucleotidica del fragmento 5’ del gen aipf de S. typhi Ty2*, Se
muestra la secuencia de DNA obtenida a partir del fragmento 5° del gen aipl, de
alrededor de 500 pb, clonado en el plasmidio pMA21. La secuencia de DNA se obtuvo

mediante métodos automaticos.
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5.3.3. Anilisis de las secuencias nucleotidicas mediante el programa BlastN en NIH-

NCBI y Sanger Centre

Las secuencias de DNA obtenidas desde los insertos clonados en el vector
PMAI2 (adhE) y pMA21 (aipl) (pto. 5.3.2) se analizaron en los bancos de datos
disponibles en MH-NCBI. Ambas secuencias mostraron identidad con los genes adhF
de S. typhimurium y adhE de E. coli. Gracias a la nueva disponibilidad de bancos de
datos (1999), orientados especificamente al genoma de S. #yphi, se pudo mejorar el
analisis de las secuencias de los insertos contenidos en los clones pMA12 y pMAZ21, las
cuales se corrieron en el banco de datos disponibles en Sanger Centre. Ambas,
presentaron alineamiento con el mismo clon, contig 348 de alrededor de 1500 pb. Mas
tarde, este banco de datos se fue completando. En la actualidad, contiene la secuencia
completa del genoma de S. #yphi, ordenada en clones contiguos, por lo que result de
gran apoyo para el anélisis de nuestra secuencia de alrededor de 500 pb, correspondiente
al fragmento 5° del gen aip! de S. typhi Ty2. La secuencia aipl se analiz6 con el
programa BlastN de Sanger Centre, demostrando estar completamente contenida ahora
en el clon contig 352 de 374565 pb, presentando un 99 % de identidad de secuencia
nucleotidica (Figura 12). El analisis rio arriba y rio abajo de Ia secuencia alineada por
BlastN, permitié identificar el gen putativo completo dentro del contig 352. Se identifico
el sitio de inicio de la tranduccién, codén ATG (AUG), apoyados en la secuencia de
aminodcidos N-terminal de Aipl y el codén de término TAA (UAA). El ORF completo
comprende 2679 pb (Figura 13), el cual codificaria Ia proteina Aipl de 893 aminoacidos

(Figura 14). Entonces, se realizé el alineamiento por el método de Clustal W entre los
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Bum
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Query: 471 CGTAAGRCAGTTCTACCGGAAGGTTGATCGATCCAGCCAATCAGATCTTTCGGTGCGCCG 412
C T AGACAGTTCTAC GGARGGTTGATCGATCCAGCCAATCAGATCTTTCGETECCCCSE
8bjot: 65861 CATTAGACAGTTCTAC-GGAAGGTTGAICGATCCAGCCAATCAGATCTTTCGGTGCGCCG 65919

Query:s 411 GCAGCGAEAGCCGCCTGCAGAACGATGTCTGCCGCTTTGTTAGTTGCTTCTTTAGCGCGC 352
GCAGCGATAGCCGC TGCAGAACGATGTCTGCCGCTTTG T TAGT TGCTTCTTTAGCECGE
Shjot: 65920 GCAGCGATAGCCGCTTGCAGAACGATGTCTGCCGCTTTGTTAGTTGCTTCTTTAGCGCGC 55879

Query: 351 GGAEGCGGAGAAAAGATGATGGCGTTACGGGTCTTCAGGCTAAECAGCGAQTTGAAGATC 292
GGATGCGGAGAAAAGATGATGGCGTTACGGGTCTTCAGGCTAATCAGCGATTTGAAGATC
Shijct: 65980 GGATGCGGAGAAAAGATGAIGGCGTTACGGGTCTTCAGGCTAATCAGCGATTTGAAGAEC 66039

Query: 291 GCAGTAGAGGTCGGGTTAGTGGTTGGAACGATACCGCAAATAAEGCCGA?AGGTTCAGCA 232
GCAGTAGAGGTCGGGTTAGTGGTTGGAACGATACCGCAAATAATGCCGATAGGTTCAGCA
Sbjct: 66040 GCAGTAGAGGTCGGGTTAGTGGTTGGAACGATACCGCAAAEAATGCCGATAGGTTCAGCA 66099

Query: 231 ATGGTGATGGTCCCGAAGGTGTCGTCTTCTGACAGCACGCCGCAGGTTTTTTCATCTTTA 172
ATGGTGAEGGTCCCGAAGGTGTCGTCTTCTGACAGCACGCCGCAGGTTTTTTCATCTTTA
Sbjct: £6100 ATGGTGATGGTCCCGAAGGTGTCGTCTTCTGACAGCACGCCGCAGGTTTTTTCATCTTTA 66159
Queary: 171 TAGGCATTGTAAATATATTCAGAAGCGAAGTGGTTTTTAATCACTTTGTCTTCCACGATA 112
TAGGCATTGTRAATATATTCAGAAGCGBAGTGGTTTTTAATCACTTTGTCTTCGACGATA
8bjet: 65160 TAGGCATTGTAAATATATTCAGAAGCGAAGTGGTTTTTAATCACTTTGTCTTCCACGATA 66219

Query:s 111 CCCATACCTGATTCGGCGACGGCCATTTTGGCCAGCGGAATGCGGGCATCAGCGGCTGCC 52
CCCATACCTGATTCGGCGACGGCCATTTTGGCCAGCGGAATGCGGGCATCAGCGGCTGCC
Shjet: 66220 CCCATACCTGATTCGGCGACGGCCATTTTGGCCAGCGGAATGCGGGCATCAGCGGCTGCC 66279

Query: 51 AGAGCGGCGECGCCRAAGATTTTETCGACCTGTTCTTGAGTGAAACTEGE 2
AGAGCGGCGGCGCGGAAGATTTTGTCGACCTGTTCTTGAGTGAAACTGGC
Shijct: 66280 AGAGCGGCGGCGCGGAAGATTTTGTCGACCTGTTCTTGAGTGAALCTGGC 66329
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Figura 12. Anilisis de la secuencia nucleotidica del fragmento génico aipl de S,

yphi mediante el programa BlastN en Sanger Centre. Se muestra e resultado del

alineamiento de la secuencia de DNA obtenida para el fragmento 5' del gen aip/ de S.

bphi Ty2 (clonado en pMA21) dentro del contig 352 én Sanger Centre,




ATGGCTGTTACTAATGTCGCTGAACTTAACGCACTCGTAGAGCGTGTAAAAAAAGCCCAGCGTGAATATGCCAGTTTCAC
TCAAGAACAGGTCGACAAAATCTTCCGCGCCGCCGCTCTGGCAGCCGCTGATGCCCGCATTCCGCTGGCCAAAATGGCCG
TCGCCGAATCAGGTATGGGTATCGTGGAAGACAAAGTGATTAAAAACCACTTCGCTTCTGAATATATTTACAATGCCTAT
AAAGATGAAAAAACCTGCGGCGTGCTGTCAGAAGACGACACCTTCGGGACCATCACCATTGCTGAACCTATCGGCATTAT
TTGCGGTATCGTTCCAACCACTAACCCGACCTCTACTGCGATCTTCAAATCGCTGATTAGCCTGAAGACCCGTAACGCCA
TCATCTTTTCTCCGCATCCGCGCGCTAAAGAAGCAACTAACAAAGCGGCAGBCATCGTTCTGCAAGCGGCTATCGCTGCC
GGCGCACCGAAAGATCTGATTGGCTGGATCGATCAACCTTCCGTAGAACTGTCTAATGCGCTGATGCACCACCCGGATBT
TAACCTGATCCTCGCCACTGGCGGTCCAGGCATGGTTAAAGCTGCATACAGCTCCGGTAAACCGGCAATCGGCGTAGGCG
CAGGTAAEACCCCGGTTGTCATTGATGAAACCGCTGATATCAAACGCGCTGTGGCGTCTGTTCTGATGTCTAAAACCTTC
GATAACGGCGTAATCTGTGCTTCTGAACAGTCTGTTGTCGTTGTTGATTCCGTCTATGATGCCGTTCGCGAACGTTTCGC
CAGCCACGGCGGCTACATGCTGCAGGGCCAGGAGCTGAAAGCGGTTCBAAACGTTATTCTGAAAAATGGCGCTCTGAACG
CCGCTATCGTCGGTCAGCCAGCCTACAAAATCGCTGBACTGGCAGGCTTCTCCGTACCAGAAACCACCAAGATTCTGATC
GGTGAAGTTACGGTCGTTGACGBAAGCGAACCGTTCGCACACGAAAAACTGTCTCCGACTCTAGCGATGTACCGTGCGAA
AGATTTCGAAGAAGCGGTBGAAAAAGCAGAAAAACTGGTCGCTATGGGCGGTATCGGTCACACCTCCTGCCTGTACACTG
ACCAGGATAACCAGCCAGAACGCGTTGCTTACTTCGGTCAGATGATGAAAACCGCGCGTATCCTGATCAACACCCCGGCC
TCTCAGGGTGGTATCGGTGACCTGTACAACTTCAAACTCGCACCTTCCCTGACGTTGGGTTGTGGTTCCTGGGGTGGTAA
CTCCATCTCTGAAAACGTTGGTCCGAAACACCTGATCAACAAGAAAACCGTTGCTAAGCGAGCTGAANNCATGTNGTGGC
ACAAACTTCCGANATCTATCTACTTCCGCCGTGGCTCTCTGCCCATCGCGCTGGATGAAGTGATTACTGATGGCCACAAA
CGTGCGCTCATCGTGACTGRCCGCTTCCTGTNCAACAACGGCTATGCAGACCAGATCACCTCTGTGCTGAAAGCGGCTGG
CGTTGAAACCGAAGTCTTCTTCGAAGTTGAAGCAGACCCGACGCTTTCCGTTGTTCGCAAAGGCGCTGAGCTGGCTAACT
CCTTCAAACCGGACGTGATCATCGCGCTGGGCGGCGGTTCCCCGATGGACGCCGCGAAAATCATGTGGGTCATGTACGAA
CATCCGGAAACTCACTTCGAAGAACTGGCGCTGCGCTTTATGGACATCCGTAAACGTATCTACAAGTTCCCGAAAATGGG
CGTGBAAGCGAAAATGATCGCCGTCACCACCACTTCCGGTACCGGTTCTGAAGTCACACCGTTTGCGGTTGTGACCGACA
ATGCAACCGGTCAGAAATATCCGCTGGCTGACTATGCCCTGACCCCGGATATGGCGATTGTCGATGCCAACCTGGTGATG
GATATGCCGAAGTCCCTGTGTGCGTTCGGTGGTCTGGATGCGGTAACTCACGCCCTGGAAGCTTACGTNTCCGTACTGGC
TTCTGAGTTCTCTGACGGTCAGGCTCTGCAGGCTCTGAAACTGCTGAAAGAAAACCTGCCGGCGTCTTACCACGAAGGGT
CTAAAAACCCGGTTGCGCGTGAACGTGTTCACAGTGCAGCGACTATCGCCGGTATCGCGTTTGCCAACGCCTTCCTCGGT
GTATGTCACTCCATGGCGCACAAACTGGGCTCTCAGTTCCACATTCCGCACGGTCTGGCGAACGCCCTGCTGATTTGTAA
CGTTATCCGCThCAACGCGAATGACAACCCGACCAAGCAGACCGCTTTCAGCCAGTACGATCGTCCGCAGGCACGCCGTC
GTTACGCTGAAATTGCTGACCACCTGGGCCTGAGCGCGCCGGGCGACCGTACCGCCGCTAAGATTGAAAAACTGCTGGCA
TGGCTGGAAAGCATTAAAGCTGAGCTGGGCATTCCTAAGTCTATACGTGAAGCAGGCGTGCAGGAAGCTGACTTCCTGGC
ACACGTTGACAAACTGTCTGAAGATGCCTTCGATGACCAGTGCACCGGCGCTAACCCGCGTTATCCGCTGATCTCCGAAC
TGAAACAGATTCTGCTGGATACCTACTACGGTCGTGATTTChCCGAAGGTGAAGTTGCAGCGAAGAAAGACGTCGTTGCC
GCACCGAAAGCAGAGAAARAAGCGAAAAAATCCGCTTAA

Figura 13. Secuencia nucleotidica putativa del gen aipl de S. typhi Ty2. Se muestra el
ORF putativo para el gen aipl de S. typhi Ty2, completado a partir del alineamiento del
fragmento 5’ del gen aip/ con el contig 352 en sanger Centre. En azul se muestra la secuencia
de DNA contenida en el contig 352 rio arriba y rio abajo del alineamiento con nuestra
secuencia “desconocida”(500 pb), indicada en rojo. En verde, el codon ATG, inicio de la
traduccién y en fucsia, el codén de término, TAA, constituyendo un orf de 2679 nt, que

originaria una proteina de 893 aminoécidos.
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MAVINVAELNALVERVKKAQREYASFTQOEQVDKI FRAAALAAADARIPLAKMAVAESGMGIVEDKVIKNHFASEYIYNAY
KDEKTCGVLSEDDTFGTITIAEPIGIICGIVPTTNPTSTAT FRSLISLKTRNAT IFSPHPRAKEATNRAADIVI.QAATAA
GAPRDLIGWIDQP SVELSNALMHHPDINLILATGGPGMVKAAYSSGKPATIGV! GAGNTPVVIDETADIKRAVASVLMSKTF
DNGVICASEQSVVVVDSVYDAVRERFASHGGYMLOGOELKAVONV, ILRNGALNAATVGQPAYRIAELAGFSVPETTKILI
GEVTVVDESEPFAHEKLSPTLAMYRAKDFEEAVERAEKLVAMGGT GHTSCLYTDQDNQPERVAYFGOMMRTARTLINTPA
SQGGIGDLYNFKI..APSLTLGCGSWGGNSISENVGP!GELINKKTVAKRAEXMXWEKLPXSIYFRRGSLPIAIDEVITDGHK
RALIVTDRFLXNNGYADQT TSVLRAAGVETEVFFEVEADPTLSVVRKGAELANSFRPDV T TALGGGSPMDAAKIMWVMYE
HPETHFEELALRFMDIRKRI YKF?RHGVKAKHIAVTTTSGTGSEVTTFAVVTDNATGQKYPLADYALTPDMAIVDANLVM
DMPRSLCAFGGLDAVTHALEAYVSVLASEFSDGQALQALKLLKENLPAS YHEGSKNPVARERVHSAATTAGIAFANAFLG
VCHSMAHKL.GSQFHIPHGLANALLICNVIRYNANDNP TRQTAFSQYDRPOARRRYAETADHLGLSAPGDRTAAKTERLLA
WLESIKAELGIPKSIREAGV QEADFIAHVDKLSEDAFDDQCTGANPRYPLISELKQIILDTYYGRDFTEGEVAAKIUJWA
APKAEKKAKKSA.

Figura 14. Secuencia aminoacidica de la proteina Aipl de S. &yphi Ty2. Se muestra
la secuencia de aminoacidos completa de la proteina Aipl (893 aa) de S. #yphi, deducida a
partir de la secuencia del gen aip/ (F ig. 13). En rojo se indica la secuencia N-terminal

obtenida inicialmente (Tabla 3) y en azul, la secuencia deducida.
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genes genes ddhF de E. coli, adhE de S. typhimurium y la secuencia del gen aip/ de S.
typhi, cuyo resultado se muestran en la Figura 15.

Por otro lado, la traduccion del gen aip/ (2679 pb) en el programa DNA Strider y
Edit Seq, genera una proteina de 893 aminoécidos, que al ser analizada en el programa
BlastP de NCBI (Altschul y col., 1997), indico la mas alta similitud con la AdhE de E.
coli (P17547) (88 %) y S. typhimurium (U68173) (65 %), seguidas de la AdhE de
Clostridium acetobutylicum (P33744) (66 %) y AdhE de Giardia intestinalis (U93353)
(66 %). La similitud de secuencia de aminoacidos comprende mayoritariamente la
region N-terminal de éstas. No obstante, la tendencia apreciada muestra que hacia la
region C-terminal de cada proteina, la identidad de secuencia de aminoacidos disminuye.
En la Figura 16 se muestra el resultado del alineamiento por el método de Clustal W de
las proteinas AdhE de E. coli, AdhE de 8. yyphimurium y Aipl de S. typhi. En detalle
estos resultados muestran similitud de secuencia entre las proteinas Aipl de S. typhi y
AdhE de E. coli. Por el contrario, Aipl presenta similitud con AdhE de S. typhimurium
solo desde el aminoacido 1 al 153, donde se pierde la identidad hasta el aminoacido 300,
volviéndose a recuperar desde el 301 hasta el residuo 493, a partir de donde aparecen
dominios de divergencia dentro de la regién C-terminal. Por lo tanto, las proteinas Aipl
de S. typhi Ty2, AdhE de S. fyphimurium y AdhE de E. coli presentan la mayor similitud
de secuencia en sus regiones N-terminales (aminoacido 1 al 150), lo que estaria
indicando posiblemente la conservacion de este dominio funcional en estas tres especies
bacterianas.

La proteina Aipl traducida, también se analiz6 en el programa PredictProtein

(Maxhom multiple sequence alignment), el cual indicé similitudes con la AdhE de E,
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Majority ATGGCTGTTACTAATGTCGCTE ARCTTAACGC ACTCE TAGAG CG TGT AR AR ARGCC CAGCG TG ARTATGCC AGTTTCAC
10 20 30 40 50 60 70 80
adhE Ecali ATGGCTG TTACTAATGTCGCTG ARCTT AACGC ACTCG TAGAGCEG TGTAAAAAAAGCCCAGCG TG AATATGCC AG TTTCAC 80
%  ATGGCTS TTACTARTETCGCTS ARCTT ARCGC AC TCG TAGAG C6 TET AR AARARGCC CAGCG TG ARTATGCC AGTTTCAC 80
adFE Stymi ATGGCTGTTACTARTETCGCTE AACTT ARCGC AC TCG TAGAG CG TET AR ARARAGCC CAGCG TG ARTATGCC AG TTTCAC 50
Mejority TCAAGARCAGETCG ACAAAATC TTCCGCGCCECCECTCTEEC TS CCE CTEATEC COGCATTCCE CTE G CAR AATEECC G
1
a0 100 110 120 130 140 150 160

adhE Ecoli Tcuaiﬁcmmﬁcnmmmcscsccacca CTEGCTEC TEC AGATG CICG IEECECTEGCéMMmGCCG 160
u% TCARGARCAGGTCG ACARAATC TTCCECGCCGCC GCTCTGECARC CGCTE ATECC CG CATTC CGC TG GCC ARARTGECCE 160
ad Stymi TCARGAACAGGTCGACAAAATC TTCCECGCCECCGCTCTGEC TECCE CTEATEC CCGCATICCACTRGC CARAATEECCE 160

Majority TCGCCGAATCCGGTATG GG TATCGTGE ARGAC AAAGTGATTAARAAS CACTTCE CTTCTGARTATATTTACAAC GOC TAT
170 130 130 200 210 220 230 240

adhE Ecoli EGCCGMTCCGGERTGGGT&ICGEGAM.&TMMmhﬁMMCMﬁCITCTGMTkT.ﬁTETRChMGCCTRT 240
i 2

a:.% TCGECCEAATCHGE TATEE GTATC GTGGEA AR ACAAAGTE AT TAR AR ACC AC TTC GC TTC TG ARTATATTTACAATGCCTAT 240
ad Stymi TCGCCEAATCCGATATEGE TATCE TG ARGAC ARASTGATTAARAAC CACTTCG CTTCTGARTATATTTACARC GOC TAT 240

Majority  ARAGATGARARRACCTGCGGCE TG CTE TC T6A AR ACE AC ACC TTCEGGACCATE ACC ATTEC TG ARC CTATC GG CATTAT
250 260 270 280 290 300 310 320

adhE Ecoli ARAGATG ARARRAC CTG TG TG TTCTGTCTE ARGAL G.RC].C?TI‘EG TAC cn'rcncmﬁlsc TG ARC CIhTCG GIATTAT 320
a.:.?é ARG ATE RAARRAC CTECE GCG TG CTG TCRGA AS ACG AC ACC TTCGEG GACCATE ACC ATTEC TG ARC CTATC GGCATTAT 320
ad Stymi AAANGATEARARAACCTGCEGOG TECTE TC TGAAE ACG AC ACC TTCHGE ACCATCACCATTECTGAACC TATCGGC ATTAT 320

Majority TTGCGGTATCGTTCCARCCACTAACCCGACCTCTACTGCGATCTTCAARTEGCTGAT TAGCE TG Al ACCCETAACECC A

330 340 350 360 370 380 3390 400
e———
adhE Ecnl.t TTGCGATATCATIC CAAL CACTAAL CCG AL TIC R AL 16 CFATC T TC A AR TO8 CTGAT T AR IC TG ARG ACC CATAACAC R 400

% TTGCGETATCGTTC CARCC ACTAACCC GRACCTCTACTEC GATCTTCA AR TCGCTGAT TAGCC TG ARG ACCCGTAACGCC A 400
ad Stymi TTGCGETATCGTTC CAACCACTARCCC RACCTCTACEGCGATCTTC AARTC GCTGATTAGCCTG ARGAC CCGTRACGCC A 400

Majority TCATCTTTTCTCCGCATCCGCGECGCTAARGAAGCARCCAACAARGCGGCASACATCG TTCTGCAGGC NGCTATC GOTGCC

410 420 430 440 450 450 470 450
adhE Ecoli TEATC (o] C GRGC JULR UG A GL AL CRRCAJRGCE GCFGITATC CAGGE GCTGLC 480

% TC lTC'I'I"I'l‘CTE CG CH.TCC GCGCGCTAARGAAGC AAC TAACA ARG CGGCAGACATCS TTC TG CARNGC GAC TATCACTECC 480
adhE Stymi TCATCTTTTCTCCGCATCCGCOGCE CTAARGARGE ARCCARCAAAGCGGC AGACATOG TETEAAAGGC S6C TATCGCTECC 479

Majority GGCGCXCCG MGiTCTGi'ITG GCTGG .RTCGh'If AAC l'."l“.lfC G-TAG ARCTG TC TAACG CXC TG ATG CACCACCCGGATA
¢90 500 510 520 530 540 55'0 560

adhE Ec oli BEFGCICC Ghm ATCTG ATCGGLTGRATC GATCARCC TTCTG ~TIGAAC TGTCT ARC GC itmnmcnccm CCRBAGA 559
% GGCACKCCGAARG ATCTS ATTEG CTGEATCGATCAACC TTCCG ~TASARC TETCTARTGC GCTGATEC ACCACCCGEATA 559
adhE Stymi GECECECCEAARGE ATCKGATTGGC THGATC GATCAACC TTCCG GTAGAACTETCTAAC GHATTG ATGCACC ACCCGGATA 557

Majority TXAACCTGATCCTCGCCACTEECEGTE CAGEC ATEETTA ARG CTGCATACAS CTCOG GTARACE X50 TATCG GO GTAGE C
T
570 580 530 600 510 620 530 640

adhE Ecoli TEARCCTGATCCTC GCHAC TG GHE6 ICCHGE CATEG TT ARAGLL G AT ACAGC TCC GG TARAC CAGC TATCGETGTARGE 639
BL%TY TERARCCTEATCCTC GCl'.‘.ﬁ.C'I'GGCGGTCChGGCh’l’GGIThMGCTGCi.ThChGETCCGGTMMCWCHTL‘GGCGTRGGL‘ 639
ad stymi TﬂEL‘CTGiTCC'I‘-GEL‘hC'I‘GGC--'-?IL'CJLGGClTGGTTmAGCTGChTﬁ.CMCTCEGGTﬂEil.C§ =

Majority GCAGGCAACACTCCGETTE TTATTGATGAAAC CECTS ATA-—~TCARACGC -GC A~6 TG GCXTC TETIC TEATS TOT AR A
T 1 T
650 660 570 650 530 700 710 720

adhE Eco.u BCHEGCAACACTCC WET T8 TTATERA TG ARACTEC T ATA —— ~TC ARALG TG LA GTTGCRTC T6 TAC TGATATCCARR 714
?é GCh.GG'!’Lﬁ.E.lE!:CEGETI’G'IﬁhTmhTGMMEGCNiTﬁ.-—-mﬁMCGE-GCT~GNGCGTCTG'I§ETG§.TGTCTM 714
ad Stymi ACAGGCAACACTCCGGTTERETATTGATGA AR C6CTG AT ABRETC ARACG CTGC ATETEGE 58 TC TG TETTGATECTTAGA 712
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Majority ACCTTCGATAACGGCETAATCTGTECTTC TGARC ASTCTETTGTT-G TTETTGATIC C6 TITATE -ACGC-TETXCGCE A

1 | §
730 740 750 750 770 730 730 800
adhE Ecoli AFCTTCE A ARCG GCA TARTC TG TGC TTCTE AACAR TC TeT T8 TT-GTTET TG TTATG -ACGC “TETRCGTEA 791
alpITy
b - Stymi ACCTIYGETARCE GBETARTCTETECTTC TO8 AC A :acs'r'rs'rmsrmmnmcGunumcﬂmmmcsa 790

Majority  ACGTTICGCCAGCC ACGGCGGEC TACATGC TGC AG GG XA AGAGC TEARAGCEGTTCAXKACE TTATC CTGAARAATGGCG
310 820 830 840 850 860 870 880

adhE Ec oli ACGTTTIGCRAL CCACGGLGRCTATL TG § TG CAGGGTAARGAGE TGRS CfGT‘EmmTTXl’CCR AAAARGGG TG 571
dﬁ ACGTTTC GC CAG CC ACGGC GGC TACATGC TEC A6 GGC EABGAGC TEAARGCE GT TCARAAC ST TATICTGARARATGECE 871
Stymi ACHETTTCGCC AGCHATEECGGCTAC ATE CIHGC AGGHC 53 AG AGCTE AR AGC GG TTC A=+ AC GTTATCC TGARRRATGECE 863

Ma ] 0 ﬂt}_’ CTCTGAACGCXGCTATCGTCGE TC AGCCAGCC TACARAATCECTGAACTGGEC AGGCTTC TCC GTACC AG ARACC ACC ARG
890 900 alo a20 a30 940 950 960

adhE Ecnl.l. CECTG.&MGCECﬂmGﬁGTCMCChI‘.CL'Tﬁ ARTIGC TG GCAGBCTICTCTGTACC AR ARRACACC ARG 951
% CTCTGARCE CEBC TATCG TC GETCAGCT AGCCTAC ARRATCGC TG ARC TG GCAGECTTCTCCS TACCAGARAC CACCARME 951
ad Stymi CTCTGAACECHEC TATCS TCGGHCAGE CAGCC TAC AR ARTCECTE ARCTG GC AGECTTCTCC GTACC AGAARCCACC ARG 942

Majority ATTCTGATCGGTGAAGTTACGGE TCETTGACGAAAGCE ARCCE TTCGC ACACG ARARKCTGETC TCCGACTCTEGCGATGTA

970 ag0 930 1000 1010 1020 1030 1040

adhE Ecoli ATTCTGATCGETGAAGTGACCGETTGT 16 KXGARAGCE ARCCE TTCGC AC AJGAARARC TG TCLCC GACTC TG GC RATGTA 1031
alﬁ:E[ . ATTCTGATCGGTGAAGTTACGE TCGTTGACGAARGCE AACCE TTCGC AC ACG ARARACTGTC TCCGACTCTRGCGATETA 1031
ad Stymi ATTCTGATCGGTGAAGST TACGE TCGTTGACGAAAGCE ARCCE TTCGC AC ACG ARARACTGTC TCCGACTCTGGCGATGTA 1022

Majority —CCOTGCGAAAGATTTCAAGAAGCGGTAG AAAARGCAGAARAC TGGTC GCTATGCE GTATC GETCACAC CTCCTREC
1
10 50 10 60 1070 1080 1090 1100 1110 1120

adhE Eco.L'I. ccEschmnﬁTtsuGMncsarmnmacm ARACTGG TR GC TATGGGC GGTATLGG T RFALCTCEIGLC 1111
% CCGTGCE ARAGATTTCG AAGARGC GET AG AR AAGCAGA AARAC TEG TCGCTATGEG CE GTATC GETCACACCTCOTECC 1111
adhE Stymi TCCTGCGAARGATTTCGAAG ARGCGGTAGAARAASCAS ARARACTGGTCG CTATGGEC GG TATCGGTC ACACCTCCTECC 1102

Majority  TGTACACTGACC AGGATAACCAGCCAGAACEC GTTGC TTACTTC GETCAGAKXATEA AR ACC GC GCG TATCC TG ATC ARC
1 L) T
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

adhE Ecul.l. TG TACAC TG ACC AGGAT AACCA: {ATGAAAACHGCGCGTATCCTG ATTARC 1191
% TG TACAC TG ACC AGGATARCCAGC CAG ML‘GC GTTGCTTACTTC GGTCiGi’!EI@TGhiMCL‘ GCGCATATCCTGATC ARC 1191
ad Stymi TGTACACTGACCAGGATAACCAGC CAG ARCGCGTTEC TTACTTCGETCAGAS= TG AR ARACGCGCGTATCCTGATCARC 1179

Majority ACCCCGECCTCTCAGEE TGETATC GETEACCTGTACAAC TTC ARACTCE CACCTTCC CTGAC GTTEGGTTETAE TIC CTG
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280

adhE ECQ]..L ACCCCRECHTCTC AGEGTGETATCGGE TG ACC TG TATAACTTCAAACTCGC ACC TTCCC TG ACTE TG GG TTG TG GTTCY 1271
% .H.CL'CCGGL'CTETC.&GGG'I‘GGTI.TCGGTGLCCTGTM&AC'!'I'CMETI’.‘GCKCTNCCTGEJZGTTGGGTTGTGE'ITCCTG 1271
ad Stymi ACCCCGGCCTCTCAGEG TGGTATCGGTGACCTGTACAAC TTC ARACTCECACC TICCC TGACG TTGEE TTG TGGTICCTE 1259

Majority GGETEGTAACTCCATCTCTGAAAACGTTGGTCCEARACACCTGATCAAC ARG ARAAC CG TTG CT ARG CG AGC TG ARRAC A
1
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360

adhE Ecoli GGGTRGTAACICCATCTCTGARARCGT TRGTC LG ARACACC TGA TCAAL WG AR AAC CG TTGCT ARG CG AGC TEARAACA 1351
i 2

m% GGGTGETAACTCCATCTCTEARAACGTTGGTC CGARACACCTGATCA AC ARG ARAAC CG TTG CT G CG AGC TG AANNCA 1351
adhE Stymi GGGETGEETAACTCCATCTCTEAAAACGT TS GTCCE ARACACCTGATCTAC ARGAAAACCE TTGCTARCCGAGCTS ARARCA 1339

ME:I Gﬁt}f TG TXGTGEGC MRMCTI'L'C GMRTCT.H.TC TACTTCCGCCGTEGC TCTCTGCCCATCGCGCTGGATGAAG TGATTACTGAT
T
13 70 13 80 1390 1400 1410 1420 1430 1440

adhE Ecal:. ﬁﬁ_GGCMMkﬂ_ﬁ:CGﬁuﬂTh ACTTCCGCCGTGECTCECTGCCAATCGCGC TG GATGAAGTGATTACTGAT 1431
ﬁ TG THGTGG CAC AR ACTTC CEANATCTATC TACTTCC GCCGTEEC TC TCTRC CCATC GCG CTGGATE ARG TG ATTACTGAT 1431
ad Stymi TGTEH4GECACARRAC TTCCG AR TC TATCTACTTC CGCCE TEG CTCTC TG CCC ATCEC GC TGE ATGAAGTGATTACTG AT 14 16
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Majority GGCCACAARCETECGCTCATCGTE ACTGACCECTTCC TG TIC ARCAACE GXTATGCAGAXCAGATCACKTCTETGCTGAR
1 1 1 1
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520

adhE Eco.l..l. GGCCMIMEGTGCGCTCA.TCG'I'GJAL‘TG.i.CCGC'l".ltl:'m‘I'It'MCMEGﬁlmCTGhﬁhGhth?mEGTﬁTth 1511

T?é GGCC ACAAACGTGC GCTCATCG TG ACTGACCG CTTCC T6 THC A AC AAC GG TATG CAG ABCAGATCACE TC TG TEC TG AR 1511

adhE Stymi GGCC ACAAACGTGC GCTCATCE TG ACTGACCE CTTCETG TTCARCAACG GoTATECAGALCAGATCACSTC TG TEC TG AR 1481

Majority AGCXGCXGGCGETTGARRCCGAAGTCTTCTTCG ARGTTGARGC AG -~ ACCCG AC GCTTTCCG TTGTTCG CARAGGRECTE
1530 1540 1550 1560 1570 15'30 1540 1600

adhE Ecoli AGCEGCRGGCGTIGAAACTGAAG TCTTC TICGAAGTAGAAGCAG---ACCCGACELCT TCGEARAGGIGCAG 1538
HJ.%T}T AECEGCTGECE TTG ARACCGARGTCTTCTTC GARGT TEA MG CAG —- -AC CCGAC GC 'I'ITCIIGTI'G‘I'EG CRARGGEGCTE 1588
adhE Stymi AGHEGEYTHGECGTTEAAACCERASTCTTCTTC GAAGT TEAAG CASBREAC CCGACGC TITCCGTTAETTCGCARAGGEECTE 1570

Majority AGCTGGCTRACTCC TTCAAACC GG ACG TG ATC ATCGCGC TGE GC GG GE TIC O CEATE GAC GC -GG ARAATCATETE
1610 1620 1630 1640 1650 15'50 1??0 1680

rﬁ._‘_—_L_—'ﬁ___Aﬁ_—le_L —;
adhE ECOJ.J. CTEGCRARCTCCTTC ARACCAGACGE TGATEATCG CGC TG GETGE GG'I'I‘CCCCGENGRCGC -CGCGM&TC&TGTG 1667

% AGCTEGC TAACTCC TTC ARACC GG ACG TG ATC ATCGC BC TEGGC GGC GG TIC CCCGATE GAC GC CGCGARAATCATGTE 1667
ad Stymi AGCTGGC TAACTCC TTC ARACCGEACE TGATC ATCGC G TEGECAGCGETTCCCOG ATGGACGCRCGBERARATCATTG 1643

Majority GGTCATETACGAA-CATCCGGAAACTC ACTTCGAAGAACTEECEC -TECECTTTATEGACATCC GTAAACGTATCTACAR
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760

adhE Ecoli GG TLATGTALG AR -CATCCGGARACTCACTTCE ARG AGCTGECGC —TGCGCTTI‘.RTGGh*kTCCGThMCGTkTCTAL‘ih 1745

aipITy2  GGTCATG TACGAA-CATCCGGAAACTC AC TTC GAAGAAC TGG CGC -TGC GCTTTATG GACATCC GTARACGTATCTACAR 1745
adhE Stymi GGTC ATG TACGAATCATC CGGARACTCERETCATEEAAGSNEC GCATE CGCTTTATE SAC ATCAGTATSCGTATCTAC AR 1724
Majority GTTCCCGAAARTGEGCE TS ARAGC GARAATGATC GCCGTCA-CC ACC AC TTC CGGTACC GETTC TRAAG TCACACCE TTT

17:70 17250 1790 1800 1510 1520 1530 1840

adhE Ecoli GTTICCCGARARTGEGLE TG ARRGC GARAA TGATC GCRGTCA -CC AL CAC TICTGG TACHGE TICTG ARGTC ACTCCGTTT 1824
m% GTTCCCGARAATEGECE TG ARAGC BARARTEATC GCCGTCA~CC ACC AC TTC CEGTACC GETTC TEARG TCACACCGTTT 1824
ad Stymi GTTCCCG ARARTGHEAGTGAAAGCE ARA S TGE TCGCCGTCARCC ACCAC TTCCGGTACCGG TIC TEAAGTTACACCETTT 1799

Majority GCGGTIGTGACCGACGACG CT]LCTGG =TC leMThTCC GL‘TGG CTG AC TATGC GI’.‘TG.hCTC CG GJLTI(TGGCG.&'I'IG TCG
IBISO 18 60 18 70 13 g0 18'90 19 00 19 10 1_9r20

—
adhE Ec oli GCGETIG TRACTGACE ACE CTM.'TGE -TC .ﬁ.G RARRTATCC GC TGG CHEACT ATG CGC TG M TCCGG i.Th'l'G GCGATTGTCG 1903
EE: GC GG TTG T3 ACC GACKATDGC AAC FGG -TCAG ARATATC CGC T GCTGACTATE CACTEACECC GG ATATEGCGATTETCG 1903
ad Stymi GCGGTTE TEYCCEACGACECTACTANETC AG ARATATCC GC TGECTGAC TATGC GETEAC TCCGGATATEGCGATTE TCG 1879

Majority  ACGCCAACCTEGTTATGGACATGC CGAAGTCCCTETE TG CETTC GETGE T-C TG GAC GC AGTAACTE ACGCC ATGBAAGE
1930 1940 1950 1950 1870 1980 1990 2000

adhE Ecoli ACGCCAACCTGG TTATGGACATECCGAAGTCCCTETE TG CITICRGIGGT L TGGACE CAGTAAL TCACGCCATGGARGE 1982

a:.% APGCCAACC TG GTEATGE ATATEC CGAAG TCCCTETE TG CATTC GATEE T-C TG GATECHATAACTC ACGCCLTEGAAGT 1982
adhE 5tymi ACGCCAACCTGE TTATGGACATGC CGAACECCCTEREACGARAGEEACCNCTOAC GG ACTAAC TCACGCCATGGAROE 1958

Majority  TTAXGTTTCTGTACTGGCATCTGAGTTCTCTS ATEGTCAGEE TC TEC AG GCXCTGARAC TEC TC ARk GAATATC TGC CAG
2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080

adhE Ecoli TTAEETTICTGTACTGGCATC TG AGTTC TCTGATEG TC AGGCTCTE CAGGCRACTGAARNC TG CTG ARRAGAATATC TGCCAG 2062
m% TrmﬁmﬂGThCTGGCTTCTGMTTCTCTGIEGGTCMGCTCTGCPLGGCT TGAAMC TGCTG ARAGARKALCTGCCEG 2062
ad Stymi TATRETTTCTE TACTEGEC ATCCCAG 4CTGATEG TC AGGCTCTE CAGEC: MCTGAARG ARTATTTECCAG 2026

Majority CGTCCTACC ACG AAGGGTC TRAARACC CGGTAGE GCGTE ARC GTGTTCACAS TG CAGCE ACT ATCGC GEGTATC GCG TTT
2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160

1 S
adhE Eco.‘LJ. CGTCCTACC ACGARGGE TC TARARAFCC GG TABCGCGTGARCG T6 TIC AC AGTGL AGC GACTATC GCEGG TATCGCETTT 2142

% CGTCTTACC ACG ARGGG TC TAAARACCCGETEGCECETE AACGTETTCACAGTG CAGCG AC TATCGCEGGE TATCGCETTT 2142
ad Stymi CGTCCTACC ACG ARGES S=RAAAAACT CGGTAGE GCE TG ARC GTETTCACAS TECAGCG ACT ATCGC GEETATCBCETTT 2103

Majority G6CGAACGCCTICCTGEETE TATGTCAC TC XATGECGC AC AAACTGEE TTCCC AG TTC CATATTC CGC AC GETCTGGE XAA
L}
2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240
S EEl

adhE l‘.‘c oli GCGAACGCCTTCCTGGG TG TATGTCAC TCAATGGECGC AC ARACTGGG TTCCC AG TICCATATTCCGC AC GGTCTGGC 2222
% GCEARCGCCTTC CTEGE TG TATGTCAC TCHATGECGC AC ARACTGEG FTC TCAGTTCC ASATTC CGC ACGETCTEEC Ak 2222
adhE Stymi GCGAACGCCTTCCTGEG TE TATETCAC TAGATGE CGC AC ARARCTGAZ T CCCAGTTACATATIC CGCAC GG TCRETICHA 21583
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Majority CGCCCTRCTGATTTGTAACGTTATTCGCTACAACGCS AACGACAACC OB ACC ARGCAGACTS CATIC AGCCAGTATEACC
Ll
2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320

adhE Ecoli CGCCCTGCTGATTIGTAAC GITATTCGCTACAATGL GAALG AL AL CC GAC CAMAC MG ACTGC ATTCAGCE A TATGACC 2302
ai?é CGCCCTECTGATTTETAAC STTATECG CTACAAC GCG ARPEACAACC CG ACC AAGCAGACEGC TTTCAGCC AG TAEGATC 2302
adtE Stymi CGCCE-GBTA=-TCGOTATTEGETTCGC AGARCE CHETTCE 5~ARCC CGACT ARG CAGAT TG CATTRAG CC AGTATEFCT 2257

Majority G----TCCGCAGGCTCECCETC GTTATEC TGAARTTG CCGAC CACKTEEGCC TG AGC GC GCC GG GCGE AC CETAC XEC TR C
2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
adhE Ecoli G-—-—TCCACARGCTOACCCTCGTTATAC TEARRTIG CCRATCAT ﬁc_";tt—ir—_'_ﬁsc TGAGCGCNC GRGCE AL CATACTRCTEC 2376

2
:ﬁ%rgtym O RRTTTCECTG! —c'rcic-:s'r\:sﬁecmn:'rsna-l:#iitsh!ctcan‘:csscat‘shm FCOERFTRTOCGECC GRETRARTAC 2334

Majority  TAAGATCGAGAAMN TGCTGGCATEGEC---TEEARAGC ATTARAGCTE AXCTE 66 TATTC CTAAS TTATCCG TG ARGCAG

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480

Majority GCGTXCAGEAAGCTGAC TTCCTGECAC ACGTTGACARAC TOTCTGARGATEC CTTCG ATGAC CAGTE CACCE GCGOTARC
2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560
adhE Ecol.L BCGTICAGE ARG CRGACTICE T6 LR AL GTY G ATAR AL TeTCTGARGATOCHTTCE ATS A CAG TECAC CEGCRTTAN: 2535
alprtyz o GC GTGCAGE ARGCTGAC TTCCTGE CAC AC GTTGACAR AC TETCTGARGATAC CTTCG ATGAC CAGTE CACCE GOGOTARD 2535
adhE Stymi GCGTACAGE ARGCTGAC TTCCTGGCAC ACGTTGACARAC TATCTGARGATAC CTTCE ATGAC CAGTECACCE GEGOTARC 2493
Majority CCGCGTTATCCGCTGATCTCCGAACTEARACAGATTC TG CTE GATAC CTACTAC GETCE TRATTTCACC GAAGE TGAAG T
2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640
adHE Ecoli CTGCGTTALCCGE TOATC TUCGARCTGARAL A6 KITCTOCTGEATACT TAL TRCGE TG TRAT © 2615

% CCGCETTATCCECTGATCTCOS AACTE AR ACAGATTC TG CTG GATAC CTACTAC GATCE 'I'G.i.'l'l‘TCkCC GAAGETEAAGT 2615
adhE Stymi CCGCETTATCCACTGATETC CGAAC TG ARRCAGATTC TGC TG GATAC CTACTACGETCGTRATTTCACCG ARGETEAAST 2573

Majority TGCAGCGAAGAAAGACETCATTACCECXCCEARAGCAGAGAAARARSCEARAARATC CGCTTAR

2650 2660 2670 2680 2690 2700
adhE e oli TECAGCG ARGARAS ARG CFEETSCCOTEETS 2676
ﬂ:E: TG CAGCG ARGAAAG ACG T GTTGC CGC icc GAARG CAGAG AR ARA AG CGAARARATE CGCTTAR 2679
adhE Stymi TGCAGCE AAGARAR ACG TC GTTGC CGC DCC GAAAG CAGAG AAARA AG CGAAR ARATC CGC TTAR 2637

Decoration 'Decoratiom #1': Shade (with deep red at 40% fill) residues that differ from
the consensus.

Figura 15. Alineamiento de los genes aipl de S. typhi 'y adhE de S. typhimurium y E.
coli. Se muestra el resultado del alineamiento por Clustal W para los genes adhE de E.
coli (P17547), aipl de S. typhi (AF145591) y adhE de S. typhimurium (U68173). Se

destaca en rojo los nucleotidos que no muestran consenso.
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MR VT NVAEL NAL VERYKKAQRE YA SFTQE QVIKT FRA Ak Lk AD ART PL AXMAY AESGMGTY EDKVI KNHEA SEYIY10.Y
1

10 20 30 40 50 60 70 80

LT M| S

] L T TE— 1 TS re S |

MAVTNVAELNALVERVEXAQRE YA SFTOQEQVDKIFRAAALAA ADART PLAYMAY AESGMGIVEDKVIKNNEFA SEYIYNAY 80
MRVTNVAELNAL VERVKFACRE YA SETQEQVDRIFRA AALAA ADART PL ARMAV AESGMGIVEDKVIKNHFA SEYIYNAY &0
MAVTNVAEL NAL VERVEKAQRE YA SFTQEQVDKIFRAAALAA ADART PLAKMAV AESGMGIVEDKVIKNHFA SEYIYNAY S0

KDEKTCG VL SEDDTFGT ITTAE PTGTICE TVPTTNPT STATF KSLISLX TRNATIF SPHPRA KEATNKAADT VLOAATAA
1 1
a0 100 110 120 130 140 150 160
el T R | [ |
RDERTCG VL SEDITFGTIT TAE PTG TICE TVP TT NPT 5T AIE RS LTS LK TRNATL 1T ST PRATO AT R AAD TVIOARTAR 160

FDEXTCG VL SEDITFGTITIAEPTGITCG IVPTTNPT STATF KSLISLKTRNATIF SPHPRAKEATNKAAIC VLOAAIAR 160
¥DEKTCG VL SEDDTFRTI TIAEPTG ITIC GIVPT TNPTSTAIFK SLISLKTRMAITFSPHPRAKEA TNK AA DIV SEALSEE 160

GAPKDLIGH IDOPSVEL SNALMHPOTNLILA TG GPGMVKAA ¥S S-- -G KPATE VEAGNTPY VI DET ADTKRAV ASVIMS
1
170 180 190 200 210 220 230 240

GAPKDLIGH IO PS VEL SNALMIK PDINL ILA TG GPG MY KAR 15 5= “GKPA TGV GAGNT PV VIDET ALLFRAVA SVLITS 237
GJLPKI]II_GH%P:SVEL SNALMHHPDINLILATG GPGMVEAAYS 54~ - GKPATGVGAGNT PYVIDET ADTKRAVA SVIMS 237

KTED ---NG VIC ASEDS VY VYD SV ¥DA VRERF AXH3G YMLOG XE LKA VQXVI LKNGA LNART VG OPA YKTAELAGFSVPE
] 1)
250 260 270 280 240 300 310 320
FAVOIVILE NG A LVART VG OFA TR TAELAGF SVPE 314

KAVONVILKMGALNART VG OPAYKIAELAGFSYPE 314
KA VORYPEXHESSERAT VG (PA YKTAELAGFSVPE 311

TTKILIG EVTVVDE SEPFAKEKLSPTL AMYRA KDFEE AV EKAEK LVAMS GI6 KT SCL YT DODNDPERVA YEG ART

330 340 350 360 370 380 390 400
WTRILIGE VT VVDESERT ANERL SPTLAMY FAKDE EDAVERAERLY AME G TGHT & LT DO TP EVF ORI TARE 394
TTKILIG EVTVV DE SEPFA KEKLSPTL AMYRA KDFEE AV EXA ERLVAMG GIG KT SCL YT DODNPERVA YFG OMMKTART 394
TTKILIG EVTVVDE SEPFAXEKLSPTL AMYRAKDFEE AV EKA EXLVAMG GIG HT SCL ¥TDODNOPERVAYFG OMENART 390
LINTPASQG T3 DL YNF KL APSLTLAC G 5766 NSTSENVGPK L INKKT VAK RA ENVXW HKL PK STY FRRG SLPTALIEY

] 1

410 420 430 440 450 450 470 480

TTNTPAS0G 616 DL YNE FLAPSLTLAC G 5106 NG TSE NV GPRIL TNK KT VAR R NI AL PRE TY EFRG SLPTALIEY 474

LINTPASOG GI6 DL YNF KL APSLTLGC G SWGG NSTSENVGPKHL INK KT VAKX RA EMXWH KL PY STYFRRG SLPTALDEV 474
LINTPASQG GT5 ILYNF KLEPSLTLGC G SWEGE NSTSENVGPKHL IEKK TV AKRAE MM =WHXLPKSIYFRRGSLPTALIEV 469

ITDG HKRAL TVT DRFLE NNG YA DD TTSVLKAAGYETEVE FEVEA -DP TL SYVRKGAE LANSF KPIVITALGG G SPMDAAK

430 500 510 520 530 540 550 560
e N
TTDG TRAL TVT DRFLE HNG Y ADOTT SVL KA NGV ETEVE FE VERSOD TL SEVIG AEL ANSERPDVITALGGE SETDARK 553

TTDG HXRAL IVTDRFLY NNGY ADOTT SYL KA AGYETEVF FEVEA-DPTL SVVRKGAE LANSF KPDVI TALGG GSPMDAAK 553
TTIG HKRAL TVT DR FAE ST TV RS B RERREC Y ET EVF FE VEAADP TL SYV RKGREL AN SEX PDVIT ANGG ¥RRRTRGE 547

TMWVMYENP ETHFEELA LREMD TRKRT YK FPKMG VKA KMIAV TTTSG TG SEVTPEAY VT IKATG OKY PLADY AL TPDMAT
570 580 590 600 610 620 630 640

DAVIYERP ETHFE ELA LREMD LRFRL YK EPRMG VEARM LAV IT 156 TG SEV IPEAY VI DOATGORIP LADYALT POMAL 633
IMWVMYE HPETHFE ELA LRFMD IRKRT YK FPKMG VXA KMIAY TTTSG TG SEVTPFAV VT DNATGOXYPLADYALTPIMAT 633
T80 THP ETREE EERVRE ML= 5% RT YKFPRME VK AKESPS TTTSGTG SKLERLFLCP TTULRCR YPLADYAY TPIMAT 625
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VDANLVMDMPRSLC AFG GLDAY THAME AY VSV LA SEF SDGOALOALKLLKEY LP ASY HEG SKNP VARERVHSAA TTAGT A

650 660 670 680 690 700 710 720
e e R S W
TDANLVMIMPRBLE ATG GLIAV TH AME AY VSV LA SEF SDG0ALOALN LLYEY LP ASYEG SKAE VARERVHSAATIAGTR 713

VDANLYMIMPKSLC AFG GLDAY THALER YV SYLASEF SDG QAL QA LKL LKENLP ASYHEG SKNPVARERVH SAATTAGT A 713
VDANLVMIMPNI LYRRGELERLTH AMERT VS VL ASY= SDGQALOAL K+ 5EY EPA SYHEG SXNPY AREREXSARTIARTA 700

FANAFLG VC HRMAHKLG SOFHTPHGLANA LLTCNVIRYNAND NP TKD TAF SO YDRP - DA RRRYAETADHLGL SR PGDRT A

T T T T T T
730 740 750 760 770 780 780 800

FAMATL ns‘w"thm FHIPHGLANALLIC YNANDNP TR TA T S0 YD RP A IO A ELATNLG LOAPG DRI A 792
FAMAFLG VC HSMAHKLG SOFHI PHGLANA LLICNVIRYNANDNP TROTA F SOYDRP=0ARRRYAET ADKLG LSAPGDRTA 792
FAMAFLG VC HiiMA HE LE& QNI PHGEE Na By RE SVER < A0S NP TR OVA LSO VEE NE AR KRFPAERFID FARTE INPREY: 7735

ARTEKLL AW LEX TKAFLGIPKSTREAG VOFADFL AXY DK LSE DAFDDOC TEANPRYPLT SELKQILL DT Y¥G ROFTEGEY
I

810 820 830 34:0 850 860 870 880
AR TEFLL AW LETII0 EL G 1P K5 IRE A VOE ADELANVD YL SEDAF T TaANFRYPL IS LR G LLD TV YCROEG ET 572
AKTEKLLAWLESTKAELGIPX STREAGVDEADFL AXVIKLSEDAFDIC TG ANPRY PLT SELKD TLLDTYYGRDFTEGEY 872
L WP URLOE WG T AZILG TP X STRE AGY QE AF LA KVDKL SEDAF DDQCTGANPRYPLY SELK QILLDTYYGRIFTEGEV 853
AAKKDVY AR PKA EKKAKKSAX

890 200
ARAFEER~APAXAEXFAKKSAZ 892
ARKKDVY AAPKAEKKAKKS Ay 893
ARXKDVY AR PKAEKKAKKSSA 878

Decoration 'Decoratiom #1': Shade (with deep red at d40% fill) residues that differ from
the Consensus.

Figura 16. Alineamiento de las proteinas Aipl de S. #yyphi , AdhE de E. coli y S.

typhimurium. Se muestra el resultado del alineamiento realizado por el método de

Clustal W para las proteinas AdhE de E. coli (P17547), Aipl de S. typhi (AF145591) y

AdhE de S. typhimurium (U68173). Se destaca en rojo los aminoacidos que no muestran

consenso.
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coli (P17547), AdhE de Clostridium acetobutylicum (P33744), SucD de Clostridium
kluyveri (P38947), EwtE de E. coli (P77445) y EutE de S. typhimurium (P41793), donde
la mayor similitud entre las proteinas se presenté también n el dominio amino terminal
de ellas. Al parecer, este programa no tiene registrado en los bancos de datos a la AdhE
de S. fyphimurium, ya que no fue tomada en cuenta para los alineamientos entre

proteinas homoélogas.

5.3.4. Mutagénesis del gen aipl de S. typhi Ty2 por inserciéon del vector suicida

pNM2

La cepa 5. typhi Ty2 mutante en el gen aip! (TYT2006) se construyé por
insercién del vector suicida pNM2. El plasmidio pNM2 se construyé por clonamiento
del fragmento 5° del gen aip/ en el vector suicida pGP704, el cual posee un origen de
replicacion oriR6K (Miller y Mekalanos, 1988) que requiere del producto del gen pir en
trans para su replicacion. S. fyphi Ty2 pir se electrotransformoé con el plasmidio pNM2
seleccionandose las colonias Amp®. Debido a que pNM2 no puede replicar sin la
proteina Pir, las colonias S. fyphi Amp" se originaran a partir de la integracion del
plasmidio en el cromosoma de la bacteria receptora por recombinacién homoéloga entre
el fragmento del gen aip! contenido en el vector y el alelo silvestre en el cromosoma
(Figura 17). Se obtuvo tres mutantes estables a partir de tres ensayos independientes. Las
cuales se confirmaron por determinacion de la segregacion plasmidial por sucesivos

plaqueos sobre agar LB ampicilina (30 ug/ml). Una de las mutantes S. ryphi Aipl Amp®
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Cromosoma bacteriano

Recombinacién homologa

Cepa mutante

Figura 17. Estrategia de mutagénesis de S. typhi Ty2 y S. typhimurium 14028s con el
vector suicida pNM2. Para lograr la inactivacion del gen X en el cromosoma
bacteriano, se origina una mutante de delecion por insercion del vector suicida pNM2.
Este plasmidio debe tener clonado un fragmento interno del gen X, el cual por un evento
de crossing over puede insertarse por recombinacion homologa en el alelo cromosomal

silvestre, logrando asi la interrupcion del gen blanco.
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(TYT2006) obtenidas se analizo por ensayos de hibridacién Southern, para confirmar la

integraci6n del plasmidio pNM2 en el gen aip/ (Figura 23 y 25).

5.4. Caracterizacién de la cepas mutantes S. fyphi TYT2006 y S. typhimurium
NPM1

Se escogid una de las transformantes S. fyphi:pNM2 Amp® (TYT2006)
obtenidas para ser sometida a caracterizacién fenotipica y genotipica. En forma paralela
se trabajé con una de las transformantes S. fyphimurium:pNM2 Ampt (NPM1),
portadora de una mutacién homologa a la del gen aipl de S. #yphi, con el objeto de
compararla, a través de los mismos ensayos, con la cepa S. typhi TYT2006.

Entonces, se caracterizaron las mutantes S. fphi aipl (TYT2006) y S.
typhimurium adhE (NPM1), analizando algunas de sus propiedades bioquimicas, fisicas
y genéticas. Para ello se realizé pruebas de crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis,
composicion de proteinas de la ME, motilidad, composicion del LPS y pruebas
metabolicas en una bateria bioquimica bacteriolégica.

También, se procedi6 a caracterizar la mutante S. fyphi aip/ TYT2006 desde un
punto de vista genético. Para ello, se compard el fenotipo y locus cromosomal de la
mutante TYT2006 con el de la cepa S. typhi::ims50::Tn10 (TYT2010). Esta se construyo
por transduccion de S. fyphi utilizando como dadora la cepa S. typhimurium MS1, donde
el transposén interrumpe un gen tipo alcohol deshidrogenasa (ewrE), localizado en el
minuto 50 del cromosoma de S. fyphimurium y que presenta similitud al gen adhk de E.

coli (Baumler y col., 1994).
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5.4.1. Curva de crecimiento de la mutante S, typhi TYT2006 en condiciones de

cultivo aerébico y anaerdbico

Se cultivo S. &phi Ty2 y S. typhi TYT2006 en condiciones aerdbicas y
anaerobicas, segiin las condiciones establecidas. Se determiné la ODgye de ambos
cultivos en el tiempo y se graficé ambas curvas de crecimiento (Figura 18). Los
resultados de estos experimentos indican, que la mutante TYT2006 no presenta defectos
de crecimiento en ninguna de las condiciones de cﬁtivo, principalmente en anaerobiosis,
Sin embargo, se observd que en aerobiosis TYT2006 crece mas rapido que la cepa
silvestre, segin la determinacién de ambos tiempos generacionales. Quiza es probable

que la pérdida de una proteina abundante resulte en un alivio energetico in vitro.

5.4.2. Curva de crecimiento de la cepa mutante S, typhimurium NPM1 en

condiciones de cultivo aerébico y anaerébico

Se cultivé S. fyphimurium 14028s y S. typhimurium NPM1 en condiciones de
cultivo aerdbico y anaerdbico, segin las condiciones establecidas. Se determiné la ODyyo
de ambos cultivos en el tiempo y se graficé ambas curvas de crecimiento (Figura 19).
Los resultados de estos experimentos indican, que la mutante NPMI no presenta
defectos de crecimiento en ninguna de las condiciones de cultivo ¥ que en ambos casos,
crece mas rapido que la cepa silvestre, segin la determinacién de los tiempos

generacionales.
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Figura 18. Curva de crecimiento de S. #yphi y mutante TYT2006 en condiciones de
cultivo aerébico y anaerébico. En A se muestran las curvas de crecimiento obtenidas
para S. typhi Ty2 (rojo) y mutante S. #yphi TYT2006 (negro) en condiciones de cultivo
aerdbico en caldo Luria y los tiempos generacionales calculados (tg=In2/k t). En B las
curvas de crecimiento obtenidas para S. #yphi Ty2 (rojo) y mutante S. fyphi TYT2006
(negro) en condiciones de cultivo anaerébico en caldo Luria y los tiempos

generacionales calculados.




101

1.07 Curva de crecimiento en aerobiosis
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Figura 19. Curva de crecimiento de S. fyphimurium 14028s y mutante NPM1 en
condiciones de cultivo aerébico y anaerébico. En A se muestra las curvas de
crecimiento obtenidas para S. fyphimurium 14028s (verde) y mutante NPMI1 (azul) en
condiciones de cultivo aerébico en caldo Luria y los tiempos generacionales calculados
(tg=In2/k™). En B las curvas de crecimiento obtenidas para S. fyphimurium 14028s
(verde) y mutante NPM1 (azul) en condiciones de cultivo anaerébico en caldo Luria y

los tiempos generacionales calculados para cada cepa.
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5.4.3. Comparacion de las propiedades fisicas y bioquimicas de las mutantes de S,

typhi'y S. typhimurium obtenidas

La mutante S. fyphi aip] (TYT2006) y la cepa portadora de una mutacién
homologa en el gen adhE, S. typhimurium 14028s (NPM1), fueron comparadas en
cuanto a sus propiedades bioquimicas, utilizando una bateria clasica. Se incluy¢ ademas
la cepa §. fphi imsS0:Tnl0 (TYT2010) y todos los controles respectivos. Los
resultados de las pruebas bioquimicas realizadas, los cuales incluyeron motilidad
determinada en el medio MIO, se encuentran resumidos en la Tabla 4. En todos los
casos, las cepas mutantes, no presentaron diferencias metabolicas en cuanto 2 la
utilizacion de azicares simples como glucosa, manosa o sorbitol en aerobiosis o
anaerobiosis, ni de movilidad con respecto a la cepa parental respectiva. Se conoce, que
la falta de movilidad en S. fyphi causa una fuerte disminucion de su capacidad invasiva a
celulares epiteliales en cultivo, no asi en S. fyphimurium (Liu y col., 1988), por lo que se
descarta que esta sea la causa de la disminucién del fenotipo invasor de la mutante
TYT2006. Por otra parte, se sabe que E. coli mutantes en alcohol deshidrogenasa y
acetaldehido deshidrogenasa, no pueden crecer en medio minimo fermentando la
glucosa en anaerobiosis (Goodlove y col., 1989). Este no parece ser el caso de nuestras
cepas mutantes S. fyphi aipl y S. typhimurium adhE, ya que no presentaron deficiencia

de crecimiento al ser analizadas en esas condiciones (datos no mostrados).
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Tabla 4. Anilisis de las cepas S. fyphi y S. typhimurium silvestres y mutantes

mediante una bateria bioquimica cldsica

Propiedad Cepas S. oyphi Cepas S. yphimurium

Ty2 TYT2010 | TYT2006 140285 |MSI1 LT2 NPM3 |NPM1
Glu Ac/- | Ac/- Ac/- Ac/gas  |Ac/gas | Ac/gas | Ac Ac/gas
Lac - - - - - - - -
Sac - - - - - - - -
Manitol + + + + + + + +
Sorbitol |+ + + + + + + +
Indol - - - - - - - -
VP - - - - - - - -
RM + + + + + + + +
Urea - - - - - - - -
Citrato - - - + + + + +
H.S + + + + + + - +
Motilidad |+ + + + + + + +
TSI* K/A/H,S |K/A/H,S [K/A/H,S |K/A/H,S |K/A/H,S | K/A/- K/A/-  |K/A/H,S
LIA* K/K/H;S |K/K/H,S | K/K/H;S | K/K/H,S | K/K/H,S | K/K/- K/K/- | K/K/HS
MIO* +/=f- +f-/- +~/- +f-/+ +H-H +/-/+ Hef+ |-+

*Pruebas combinadas para diferenciar cepas de Salmonella. TSI (triple sugar iron); LIA (lysine, iron

agar); MIO (motility, indol, ornitine).

K. alcalino; A: acido.
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5.4.4. Composicién de la ME de Ia mutante TYT2006 en condiciones aerébicas y

anaerdbicas

El perfil de proteinas de la ME de 1a mutante S, typhi aipl (TYT2006) crecida en
condiciones de cultivo aerébico y anaerdbico se analizd por electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS (1-D) y geles bidimensionales (2-D). Los resultados del analisis
unidimensional se muestran en la Figura 20. Las flechas negras indican algunas de las
proteinas que son inducidas en anaerobiosis y entre ellas la posicién de Ia protefna Aipl
de 100 kDa de S. 1yphi Ty2 (caril c), banda de proteina que no se observa en la mutante
aipl (TYT2006) (punta de flecha roja, carril b). Este resuitado, se complemento con el
analisis de la secuencia N-terminal de esta region, del cual no se obtuvo ninguna
secuencia de aminodcidos, sugiriendo que el gen aipl efectivamente fue interrumpido
por el vector pNM2. Se observé ademsds, un interesante efecto pleiotrépico de la
mutacion de aip/: La porina OmpC (punta de flecha negra, carril b) no se induce en
anaerobiosis, incluso aparece mas disminuida que en aerobiosis (carril e); en
anaerobiosis, aparece una proteina de alto peso molecular, de alrededor de 150 kDa
(flecha azul), y OmpF (carril d) no estd presente en acrobiosis. En cambio, la mutacion
de la proteina AdhE en S. typhimurium no afect6 tan drasticamente a las proteinas de la
ME de la mutante NPM1, resultado que se muestra mas adelante (Fig. 21).

Con el objeto de apreciar mejor los cambios observados en geles
unidimensionales y tratar de identificar los productos génicos mutados, se analizé las
proteinas de la ME de la mutante TYT2006 crecida en condiciones aerdbicas y

anaerobicas, por electroforesis bidimensional, segiin O’ Farrell (1975) modificado por
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Figura 20. Proteinas de la ME de S. fyphi Ty2 y mutante S. typhi TYT2006. Se
aislaron las proteinas de la ME de S. fyphi Ty2 y de la mutante S. typhi TYT2006,
mediante el método descrito por Lobos y Mora (1991). Se fraccionaron en geles al 12,5
% de poliacrilamida-SDS y se tifiieron con azul de Coomassie. Se indican las proteinas
de la ME de S. #yphi Ty2 mayormente inducidas en anaerobiois (carril c, flechas negras),
de 100, 80, 50, 46 y 36 kDa, respectivamente. En la mutante TYT2006 crecida en

anaerobiosis (carril b), la flecha roja sefiala la ausencia de la proteina de Aipl de 100

kDa, la punta de flecha negra sefiala la disminuci6n de la porina OmpC y la flecha azul,
la aparicién de una banda de proteina de 150 kDa. En aerobiosis las proteinas de la ME
de S. typhi Ty2 (carril e) y mutante TYT2006 (carril d), donde en (d)se observa en la

ausencia de OmpF.

L
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Hochstrasser y col., (1988). Los resultados preliminares, realizados con la cepa silve:;tre
S. typhi Ty2, claramente mostraron la induccién de una proteina de alrededor de 100
kDa (pI- 6,4) por la condicion ambiental anéxica (Figura 9, B), 1a cual no se encuentra
presente en la mutante TYT2006, tanto en la condicidn de cultivo aerdbico (Figura 9, C)

como anaerdbico (9, D). Mas atin, tal como se observé en los geles 1-D (Figura 20).
5.4.5. Composicién de la ME de la mutante S. typhimurium NPM1

El perfil de las proteinas de la ME de la mutante S. syphimurium adhli (NMP1)
crecida en condiciones de cultivo aerdbico y anaerdbico se analizé por electroforesis en
geles de poliacrilamida-SDS. La mutacion de la proteina AdhE de S. syphimurium
“similar” a Aipl de S. fyphi, no tuvo un efecto tan drastico sobre la composicion de
proteinas mayoritarias de la ME en la mutante NMP1. Como se puede observar en la
Figura 21, el perfil de proteinas observado en anaerobiosis para la cepa S. typhimurium
14028s silvestre (carril ¢) es similar al de la mutante (carril a), excepto por la banda de
proteinas de alrededor de 48 kDa, que no se observa inducida en la mutante NPMI
(flecha roja, carril a). Por €l tamafio molecular de esta proteina, se puede suponer que
corresponde a la flagelina de S. typhimurium. Al comparar la cepa silvestre 14028s,
crecida en aerobiosis (carril d), con la mutante NPM1 crecida en la misma condicién
(carril b), solo se observa en esta (ltima la aparicion de una banda de 65 kDa (flecha

azul, carril b).
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NPM1 14028s

A B C D

Figura 21. Proteinas de la ME de S. typhimurium 14028s y mutante NPM1. Se
aislaron las proteinas de la ME de S. typhimurium 14028s y mutante NPMI cultivadas
en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis por el método de Lobos y Mora (1991), se
fraccioné en geles al 12,5 % de poliacrilamida-SDS y se tifié con azul de Coomassie. Se
muestra el perfil de proteinas de la cepa silvestre NPM1 crecida en anaerobiosis (carril
a) y aerobiosis (carril c), junto al de la cepa mutante 14028s crecida en anaerobiosis

(carril b) y aerobiosis (d), respectivamente.
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5.4.6. Anilisis del LPS de la cepa mutante S. fyphi TYT2006 y S. typhimurium

NPM1

Se sometio a andlsis la cepa S. yyphi Ty2 silvestre y la mutante en el gen aipl,
TYT2006, (asesorado por la Dra. Inés Contreras). Para ello, se aislé el LPS de ambas
cepas, se fracciono en geles de poliacrilamida al 12% y se tifi6 con nitrato de plata. Los
resultados (Figura 22) mostraron que no hay diferencias de tamafio del antigeno O entre
la cepa Ty2 silvestre (carril 2) y la mutante TYT2006 (carril 4), por lo que se concluye
que ambas cepas son lisas. Como ejemplo se muestra una cepa rugosa, que presenta
alteraciones en el tamafio del antigeno O del LPS, 1a cepa S. typhimurium MS868t (carril
5). El andlisis de la cepa mutante S. typhimurium NPM1 (carril 3) demostro, que la
composicion del antigeno O del LPS tampoco present6 alteraciones, al ser comparada

con la cepa silvestre14028s (carril 1).

5.4.7. Construccion de la cepa S. fyphi eutE, mutante en un proteina similar a la

alcohol deshidrogenasa AdhE de E, coli

Se construyd una cepa S. typhi mutante en el gen ewE, el cual presenta similitud
al gen adhE de E. coli y S. typhimurium, descrito previamente por Béaumler y col.,,
(1994) en la cepa S. typhimurium 14028t (MS1). En esta cepa MS1, la insercién de Tn10
en el centisoma 50, resultd en una cepa S. typhimurium ims50::Tn10 atenuada en el ratén
y con una capacidad disminuida de sobrevida dentro del macréfago. El anglisis de

secuencia de este gen, denominado después eutE, demostrd tener un 52 % de identidad
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Figura 22, Composicién del LPS de S. yyphi y S. typhimurium silvestres y mutantes
TYT2006 y NPMI. Se analizé la composicion del LPS en geles de poliacrilamida al 12
%, tefiidos con nitrato de plata, de las cepas de S. #yphi Ty2 lisa (2), mutante S. typhi
TYT2006 (4), S. typhimurium 14028s (1) y mutante S. typhimurium NPM1 (3). En (5) se

muestra la cepa S. typhimurium MS868 rugosa.
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con el gen adhE de E. coli. Por eso, para determinar si la proteina Aipl de S. typhi
(similar a AdhE de S. fphimurium y E. coli) corresponde al gen ewfE de S, typhimurium
y tiene un papel en la virulencia de S. yyphi, se construyé la mutante correspondiente por
transduccion de la insercion ims50::7n10 con el fago P22 desde una cepa S. fyphimurium
ims50::Tn10 (NPM3) a S. typhi Ty2 silvestre. Una de las transductantes Tet® obtenida
(TYT2010), fue sometida a experimentos de invasion sobre células HEp-2 (Tabla 5),
experimentos de hibridacién Southern (Figura 23) y pruebas bioquimicas (Tabla 4). En
resumen, el gen aipl de S. typhi Ty2, con similitud al gen adhE de S. typhimurium y E.
coli, no esta relacionado con el gen ewtE de S. typhimurium, localizado en el centisoma
50. Esto resulta del analisis en conjunto de los datos obtenidos: mantencién del fenotipo
invasor y proliferacion intracelular; composicion de las proteinas de la ME de la cepa
mutante S. fyphi TYT2010 (no mostrado), comparado al de la cepa mutante TYT2006;
tamafio del fragmento de restriccién del DNA cromosomal de la cepa TYT2010, el cual
es similar a la de S. typhi Ty2 silvestre. Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que

aipl de S. typhi no corresponde al gen ewtE de S. typhimurium.

3.5. Andlisis Southern blot de S. typhi Ty2 y S. typhimurium silvestres

Con el objeto de verificar la presencia de una sola copia de los genes aipl y adhE
en varias cepas de Salmonella, se sometié a analisis Southemn los cromosomas de S,
typhi Ty2, S. typhimurium LT2 y S. typhimurium 14028s. Para ello, se utilizé como
sonda el producto de amplificacion obtenido por PCR desde el cromosoma de S, fyphi

Ty2 (500 pb), correspondiente al extremo 5° del gen aip/, marcado con *?P. El analisis
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Figura 23, Andlisis de Southern blot de los DNAs cromosomales de las cepas S.
tphi, S. typhimurium y E. coli silvestres, Los DNAs cromosomales de las cepas S.
typhi Ty2, S. typhimurium LT2, S. typhimurium 14028s y E. coli K-12 silvestres, junto a
las de las mutantes S. typhi TY2010 y S. typhimurium MS1, fueron digeridos con EcoRI,
fraccionados en gel de agarosa al 0,8 %, transferidos a membrana de nylon y luego
hibridados con la sonda aip! (500 pb) obtenida por PCR, marcada con *P. Se indica la
posicion de las muestras correspondientes a: DNA fago Lambda/HindIIl (1), E. coli K-
12 (2), S. typhi TYT2010 (3), S. typhimurium 14028s (4), S. typhimurium MS1 (5), S.
typhi Ty2 (6) y S. typhimurium 112 (7).

,
o
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de los DNAs incluyd algunas cepas controles, tales como E. coli K-12, S. typhi::ims50
(TYT2010) y S. typhimurium::ims50 (MS1). Todas las muestras se digirieron con la
enzima de restriccién EcoRl, la cual no tiene sitios de corte dentro del gen adhE
informado en GenBank (U68173), el cual utilizamos como referencia para nuestros
experimentos. La sonda hibridé con una sola banda de DNA, tanto en las cepas de S.
typhi como S. typhimurium (Figura 23). No obstante, los fragmentos hibridados
mostraron diferentes movilidades electroforéticas en ambas especies, donde el
fragmento de mayor tamario fue el de S. fyphi Ty2 (carril 6), que se mostré similar al de
E. coli (carril 2), comparado con los de S. fyphimurium (carriles 4 y 7). Estos resultados
sugieren que las regiones que flanquean los genes aipl v adhE son diferentes,
demostrando ademas la existencia de una sola copia de cada uno de ellos. Los resultados
de las cepas mutantes S. typhi TYT2010 y S. typhimurium MS1, claramente muestran
que la insercion Tn10 no se encuentra en el mismo locus que el gen aip/ 0 adhE, ya que
no se modifica el tamafio del fragmento de restriccién que da sefial de hibridacion

positiva.

5.5.1. Analisis Southern blot de las mutantes §. fyphi TYT2006 y S. typhimurium

NPM1

El DNA cromosomal de las mutantes S. typhi TYT2006 y S. typhimurium NPM1
se digiri6 con EcoR1 y con una combinacién de enzimas que inchuy6 EcoRI, Pstl y SAI,

las cuales se escogieron en base a la secuencia reportada para el gen adhE en GenBank

(U68173). Como ya se dijo, EcoRI no corta dentro del adhE, Pstl reconoce un sélo sitio




113

Figura 24. Experimentos de hibridacién Southern dé los DNAs cromosomales de
las cepas mutantes S. fphi TYT2006 y S. Yyphimutium NPMI1. Los DNAs

cromosomales de las cepas S. typhi v S. typhimurium silvestres y mutantes, fueron

digeridos con EcoRI, fraccionados en geles de agarosa al 0,8 % y luego transferidos a

membrana de nylon. Esta se hibridé con la sonda aipl (500 pb) de S. »yphi Ty2 marcada

con biotina en condiciones de alta estrictez. Se observan las bandas de hibridacién
positiva (8640 pb) para S. typhi Ty2 (1), S. typhimurium 14028s (5745 pb) (2), mutante

S. typhi TYT2006 (3) (6270 pb) y mutante S. fyphimurium NPM1 (5420 pb) (4).




P
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Figura 25. Esquema de los resultados de los experimentos de hibridacion de los

cromosomas de las cepas mutantes S. fyphi TYT2006 y S. typhimurium NPM1. Los

DNAs cromosomales de las cepas S. fyphi Ty2 silvestre y mutante TYT2006, junto al de

las S. typhimurium 14028s silvestre y mutante NPM1, fueron digeridos con EcoRI,

| fraccionados en gel de agarosa al 0,8%, transferidos a membrana de nylon y luego

hibridados con la sonda aipl. Los DNAs silvestres de S. typhi y S. typhimurium

mutantes TYT2006 y NPM1, de 6270 y 5420 pb, respectivamente.

mostraron un banda de hibridacion positiva de 8640 y 5745 pb, respectivamente. Las
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Figura 26. Anilisis Southern blot del DNA cromosomal de la mutante S. fyphi
TYT2006. Los DNAs cromosomales de las cepas mutante S. #yphi TYT2006 y de la
cepa parental, S. #yphi Ty2, fueron digeridos con una combinacién de enzimas de
restriccion, compuesta por EcoRl, Psfl y 8fil, luego fraccionados en gel de agarosa al 0,8
%, transferidos a membrana de nylon y entonces hibridados con 1a sonda aip! (500 pb)
marcada con biotina. Se muestra los fragmentos de restriccion que presentaron
hibridacién positiva en la cepa silvestre S. typhi Ty2 (carril 2) y la mutante TYT2006
(carril 1).
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dentro del extremo 3° y Sfil corta una vez dentro de la region de hibridacion de Ia sonda.
El analisis del DNA digerido con EcoRlI, se realizé en esta ocasion con la sonda aipl
marcada con biotina. La mutante S. fyphimurium adhE::pNM?2 (NPM1) mostré una
banda ancha de hibridacion (Figura 24, carril 4), sugiriendo la presencia de dos bandas
de tamafio similar, como era de esperarse, ya que se conserva el sitio EcoRI dentro del
plasmidio pNM2 integrado. Por el contrario, la mutante S. fyphi aipl:pNM2 (TYT2006)
mostro una sola banda de hidridacion positiva (Figura 24, carril 2), indicando que FcoRl
gener6 dos fragmentos de igual tamafio o que sélo uno de ellos esta hibridando con la
sonda. En la Figura 25 se muestra un esquema de los resultados obtenidos para la
hibridacion de los cromosomas de S. typhi v S. typhimurium silvestres y las mutantes
respectivas, con el fin de facilitar la interpretacion de los resultados. La evidencia
experimental obtenida, permitié comprobar que efectivamente el vector suicida pNM2
se habia insertado en el gen aip! y adhE de S. typhi vy S. typhimurium, respectivamente.
Lo que se pudo determinar por los cambios en la movilidad de los fragmentos de
restriccion de los cromosomas mutantes digeridos con EcoRI. Se realizé un experimento
adicional con el cromosoma de la mutante de S. yphi (TYT20063, para verificar la
insercién del vector pNM2 (Figura 26), el cual se digirié con una combinacion de
enzimas de restriccién. Los resultados demostraron claramente la modificacién del locus

silvestre (carril 2) con respecto al de la mutante (carril 1),
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5.6. Evaluacién del fenotipo invasor y de proliferacién de las mutantes S, typhi

TYT2006 y S. typhimurium NPM1

El objetivo fundamental de este trabajo fue generar mutantes en las proteinas de
ME de S. typhi Ty2 que observamos como inducidas por la condicién ambiental anoxica,
para asi poder determinar la funcién de dicha proteina en el proceso de invasién de
celulas epiteliales y en la virulencia de S. yphi. Para evaluar el papel de los productos
geénicos aipl, adhE y eutF, se compard la capacidad invasiva de las mutantes S. typhi
aipl (TYT2006), S. typhi ewtE (TYT2010) vy S. typhimurium adhE (NPM1) con respecto
de las cepas silvestres S. fyphi Ty2 y S. typhimurium 14028s sobre la linea celular
epitelial HEp-2 no fagocitica. Se incluyé en estos experimentos, la cepa TYT2010
debido a que porta la insercién ims50::Tnl10, la cual interrumpe un gen {ewtE) similar a
la alcohol deshidrogenasa de S. typhimurium y a 1a cepa S. typhi TYT2007 generada por
backcross. Las bacterias se crecieron en anaerobiosis, en condiciones que potencian el
fenotipo invasor. Los resultados de los ensayos de invasién demuestran que la mutacion
del gen aipl en S. typhi (TYT2006) reduce drasticamente su capacidad para invadir
células HEp-2 (Tabla 5) en cultivo. Por el contrario, la mutacién del gen adhE de S.
typhimurium (NPM1), no afecta la invasién de HEp-2. Mds atn, la mutacién del gen
eutls de S. typhi (TYT2010), tampoco alterd la capacidad para invadir células HEp-2.
También se ensay6 la cepa “backcross” S. typhi TYT2007, la cual resulté con un indice
de invasién promedio de 50%. Los ensayos de proliferacién intracelular demostraron
que ¢l indice de proliferacién de las mutantes TYT2010 no se afecté significativamente,

Por lo tanto, la mutacién ims50::Tn10 transducida a S. typhi Ty2 (TYT2010), no hace
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Tabla 5. Ensayos de invasién y proliferacién de las mutantes de S. fyphi y S.

typhimurium sobre células HEp-2 en cultive

Cepa bacteriana® Indice de invasion % Indice de proliferacion % °
S. typhi Ty2 100 100

S. typhi TYT 2006 4 nd.

S typhi TYT 2010 113 85

S. tvphi TYT 2007 50 n. d

S. typhimurium 14028s 100 100

S. typhimurium NPM1 130 nd

* Las bacterias se crecieron en anaerobiosis previo al ensayo sobre las células HEp-2.
®Los valores de porcentaje son el promedio de 4 experimentos similares independientes.
n. d.: No determinado.
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que la mutante se comporte igual que la cepa dadora S. fyphimurium MS1, que presenta
un indice de proliferacion intracelular disminuido (Baumler y col., 1994). Todos los
resultados obtenidos se encuentran resumidos en la Tabla 5. Ellos indican que Aipl de S.
typhi y AdhE de S. typhimurium AdhE no tienen la misma funcién, ya que la mutacion
en aip] y adhE tiene diferentes efectos sobre la capacidad invasora de S. typhi y S.
typhimurium en células HEp-2 en cultivo. La evidencia experimental confirma también,
que el gen aipl no corresponde al gen ewE descrito por Baumler y col,, (1994) de S.
typhimurium, ya que la mutacién de cada uno de estos genes, tiene diferente efecto sobre
el fenotipo de S. yphi. Corolario, la localizacién del gen aip/ en el cromosoma de S.

typhi aiin no esta determinada.

5.7. Ensayos de virulencia in vivo

Desde hace bastante tiempo se han hecho analogias entre 1a fiebre tifoidea que
ocasiona S. fyphi en el hombre y S. typhimurium en el ratén. Por ello, se ha utilizado este
animal-modelo para el estudio de los factores de virulencia de ambas especies de
Salmonella y especialmente, en el caso de S. fyphi, donde no se cuenta con un modelo de
estudio adecuado (Galdn, 1996). Debido a que la invasividad de S. typhimurium esta
directamente relacionada con su habilidad de causar tifoidea en el ratén, construimos
una cepa de S. fyphimurium (NPM1) con una mutacién similar a la de S. typhi TYT2006,
para asi poder evaluar como afecta esta mutacién la virulencia de la bacteria in vivo. Se

comparé entonces mediante un ensayo de determinacion de dosis letal (LDsp) la

virulencia de la mutante S. fyphimurium adhE (NPMI) y la cepa parental silvestre
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patogenica S. typhimurium 14028s. Para ello, se utilizé ratones BALB/C hembras, con
los cuales se disefiaron experimentos para determinar LDsp por la via de la inoculacién
oral (p. 0.). Cabe hacer notar, que se escogid esta via de infeccion, porque lo que nos
interesd evaluar fue la capacidad de Salmonella de invadir el epitelio intestinal in vivo,
El valor de LDs obtenido para la cepa silvestre, S, typhimurium 14028s, fue de 1,4 x 10°
UFC'y la LDso para la cepa mutante S. typhimurium adhE (NPM1) fue de 2,6 x 10° UFC,
Esto resultados indican que la LDsy de la cepa mutante es el doble del de la cepa
parental, indicando que no hubo pérdida significativa de la virulencia por la via oral,
segiin los datos encontrados en la literatura para este tipo de ensayos (Galan, 1996).
Donde se acepta como valor significativo desde de 1 orden de magnitud de diferencia

entre ambas LDs,

5.8. Determinacién de la actividad de alcohol deshidrogenasa de S. #yphi y S.

typhimurium

Se intenté determinar la actividad de alcohol deshidrogenasa segiin los métodos
descritos para E. coli por Lorowitz y Clark (1982) y por Clark y Cronan (1980). El
primero utiliza el sustrato suicida alilalcohol como medio de seleccion y el segundo la
medicién de la actividad enzimética en la fraccion soluble de 1a bacteria. En el primer
caso, se probaron los rangos de concentracién de alilalcohol reportados para E. coli,
cultivando las cepas de Salmonella en placas de agar LB suplementadas con 50, 100 o

200 mM de alilalcohol, a 37°C en condiciones aerdbicas y anaerébicas (jarra Gaspack).

Como S. typhi resultd mucho mas sensible al alilalcohol que £. coli (control) cuando ess
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Tabla 6. Determinacién de la expresion de alcohol deshidrogenasa mediante ensayo
de sensibilidad al sustrato suicida alilalcohol (CH=CHCH,OH)

S. typhi S. typhimurium E. coli

Ty2 TYT2010 |[TYT2006 |LT2 MS1 14028s |NPM1 |K-12
Cultive Aer
LB -t ++ ++ ++ ++4 +4+ +++ +++
LB50mM - +++ +++ +H+ ++ +H R -+ -
LB 100 mM +++ e+ n. d. 4+ +++ n. d. n. d. +++
LB 200 mM ++ +++ n. d. + + n. d n.d ++
Cultivo Ana
LB, Glu 0,2% ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++
LB, G, 50 mM - + - - ++ + + +
LB, G, 100 mM - - - - + n.d n. d -
LB, G, 150 mM - 1. d. - n. d. nd n. d. n. d. -
LB, G, 200 mM - - .d. - + n. d n d. nd.
LB, G, 10 mM + nd n. d. n.d. + + ++
LB, G, 20 mM + nd. n. d. n. d. +
LB, G, 30 mM -+ n.d -/+ n. d. n. d. -+ -1+ -1+
LB, G, 40 mM - n. d. - n.d. n. d + + n.d

+++ crecimiento positivo y abundante,

++ : crecimiento moderado.

+ ! poco crecimiento,

-/+: A veces crecimiento positivo y otras negativo,

- ! crecimiento negativo.

n.d.: no determinado.
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crecida en anaerobiosis, se probé concentraciones mas bajas del sustrato suicida, las que
fluctuaron entre los 10 2 50 mM. Los resultados obtenidos de estos ensayols, se
encuentran resumidos en la Tabla 6. Estos no nos permitieron discriminar claramente
entre cepas mutantes en alcohol deshidrogenasa y las cepas silvestres que si la expresan,
Pero si permiti¢ determinar que las sensibilidades a alilalcohol varian entre las cepas de
E. coli, S. typhimurium y S. typhi. Al comparar el crecimiento presentado por E. coliy S.
typhimurium, tanto en condiciones de cultivo aerdbico como anaerdbico, existe una
tendencia similar de resitencia entre ambas cepas. Sin embargo, S. fyphi cultivada en
anaerobiosis, fue mucho méds sensible a alilalcohol, donde una concentracién de 30 mM
en el medio, ya afecta su crecimiento. Suponemos que esta alta sensibilidad al sustrato
suicida puede tener directa relacién con la gran cantidad de enzima que se expresa en
cada una de ellas y en el lugar donde se localiza. Este ensayo se¢ complementé con la
determinacion de la capacidad de utilizar etanol como fuente de Carbono en condiciones
aerobicas, en presencia del indicador redox TTC, donde las mutantes forman colonias
blancas (indicador en estado oxidado) y las silvestres rojas (indicador en estado
reducido, rojo de formazén). Para ello se prepararon placas de medio minimo con 0,5 %
de glucosa, 0,5 % de etanol y cisteina mds triptéfano para la auxotrofia de S, typhi. Se
ensayo las cepas F. coli EML, S. typhi Ty2, S. typhi TYT2010, S. typhimuirum 14028s,
S. yphimurium MS1 'y S. typhimurium LT2. En todos los casos se obtuvo un crecimiento
moderado de colonias blancas, lo que estarfa indicando que en estas condiciones de
cultivo las cepas analizadas no utilizan el etanol como fuente de carbono. Estos
resultados concuerdan con los datos encontrados en la literatura, donde se describe que

E. coli en ausencia de nitrato y a altas concentraciones de fosfato fermenta la glucosa
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produciendo principalmente dcido lactico. Por el contrario a bajas concentraciones de
fosfato los productos de la fermentacion son acetato y etanol (1:1). Cabe destacar que el
nitrato inhibe la actividad de alcohol deshidrogensa (Clark v Cronan, 1980).

Respecto de la medicion de la actividad enzimatica a partir de extractos
bacterianos, nos fue imposible optimizar la técnica para la determinacion de actividad de
alcohol deshidrogenasa en la fraccion citoplasmatica de E. coli (control), segin las
indicaciones informadas por Clark y Cronan (1980), por lo que descarté este método de

analisis para las mutantes generadas.

5.9. Caracterizacién de la coleccién de mutantes de S. fyphi ox:TophoA,

potenciales mutantes en proteinas de membrana

El transposon Tnphod (Figura 2), puede generar fusiones génicas al azar por
insercion en el cromosoma de una bacteria. La proteina hibrida expresada muestra
actividad de PhoA, cuando se localiza extracitoplasmaticamente, por lo tanto, el uso de
Tnphod provee de un fuerte enﬁqu;cimiento de mutaciones en genes que codifican para -
proteinas de membrana y de secrecion. -

Con el objeto de obtener S. #yphi mutantes en las proteinas de ME inducidas en
anaerobiosis, se trabajé con este transposon, como estrategia experimental alternativa a
la de genética reversa.

Para introducir Tnpho4 en S. typhi Ty2 se utilizé una cepa S. typhimurium

lisogénica MudP22, que porta el Trphod cerca del sitio pac. La lisis se indujo con

Mitomicina C, obteniéndose un lisado enriquecido en el transposén, con el cual se



infecté la receptora S. typhi phoN (Figura 3). Se obtuvo finalmente una coleccion de
4000 mutantes S. typhi zxx:Tnphod Kan®, de las cuales se selecciond solo aquellas
transductantes que resultaron XP'. De mds o menos 250 colonias azules
preseleccionadas, finalmente se seleccionaron 32 que siempre presentaron la mayor
intensidad de azul (XP". Luego se selecciond las fusiones génicas inducidas en
anaerobiosis, para después ensayar la capacidad invasiva de las mutantes reguladas por
anaerobiosis en la linea celular epitelial HEp-2 y entonces analizar la composicion de las

proteinas de la ME de las mutantes defectuosas en invasion.

5.9.1. Medicion de la actividad de fosfatasa alcalina y determinacién de las

mutantes reguladas por anaerobiosis

Para determinar cuales de las 32 mutantes XP* seleccionadas presentaba una
fusion génica regulada por anaerobiosis, se procedié a medir la actividad de fosfatasa
alcalina en medio liquido (Tabla 7). Para ello se crecieron las mutantes en condiciones
de cultivo aerdbico y anaerdbico, se tomo una alicuota del cultivo, se permeabilizaron
las bacterias y se midio la actividad de fosfatasa alcalina en presencia del sustrato
cromogénico p-nitrofenil fosfato. La actividad enzimdtica se expreso en Unidades Miller
y la induccién por la condicion ambiental andxica se determind mediante la razén
(ana/aer). Se consideré que una fusion génica era inducida por anaerobiosis cuando la
razon (ana/aer) fue mayor que uno. Se obtuvo doce mutantes inducidas por anaerobiosis.
Ademas se observo otras dos mutantes con un fenotipo interesante. Una de ellas la

mutante TYT1952, que mostr6 siempre una actividad enzimatica de cero, tanto en




Tabla 7. Determinacion de la actividad de fosfatasa alcalina de las mutantes

S. typhi poc::TnphoA cultivadas en aerobiosis y anaerobiosis.

Actividad fosfatasa alcalina’
Cepas® Aerobiosis Anaerobiosis Razon ana/aer
S. typhi Ty2 14,07 15,00 1,10
TYT1415 14,0 10,0 0,71
TYT1482 12,0 8,0 0,67
TYT1952 0,0 0,0 0,00
TYT1953 3265,0 3782,0 1,16
TYT1954 5446,0 2093,0 0,38
TYT1955 57176,0 118270 0,21
TYT1956 5,1 4,9 0,96
TYT1957 g1 2220 2,74
TYT1958 4,4 3,9 0,89
TYT1959 269,0 373,0 1,39
TYT1961 35,0 34,0 0,87
TYT1962 34,0 28,0 0,82
TYT1963 43,0 66,0 1,53
TYT1964 48,0 65,0 1,35
TYT1965 145,0 90,0 0,64
TYT1966 21,0 7,5 0,36
TYT1968 92,5 77,0 0,83
TYT1969 47,0 95,5 2,02
TYT1970 33,0 18,0 0,55
TYT1971 43,0 42,0 0,98
TYT1973 29,0 20,0 0,69
TYT1974 3330,0 45450 1,36
TYT1975 2080 134,0 0,64
TYT1976 56,0 40,0 0,71
TYT1977 8,0 2,0 0,25
TYT1978 111,0 134,0 1,21




Continuacion Tabla 7.

Actividad fosfatasa alcalina’
Cepas® Aerobiosis Anaerobiosis Razo6n ana/aer
TYT1979 126,0 254,0 2,02
TYT1980 98,0 96,0 0,98
TYT1981 2,5 0,0 0,00
TYT1982 30,0 66,0 2,20
TYT1933 17,0 126,0 7,40
TYTI1984 25,0 27,0 1,66
TYTI985 58,0 16,0 0,28

*Las cepas mutantes S. typhi mxx:: Tnphod, TYT1952 a TYT1985 son Kan® y XP™.

®Los valores de actividad de fosfatasa alcalina estan expresados en Unidades Miller y corresponden al

valor promedio obtenido de tres ensayos independientes.
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aerobiosis como anaerobiosis, aun mas bajos que los valores de las cepas controles
TYT1415 y TYT1482. La otra mutante, TYTI982, no presentd actividad en
anaerobiosis. Ademas, S. fyphi Ty2, presentd mayor actividad de fosfata en anaerobiosis,
lo que podria indicar un estado de activacidén basal intrinseco por esta condicién

ambiental.

5.9.2. Ensayos de invasién de las mutantes S. fyphi zxx::TnphoA reguladas por

anaerobiosis sobre células HEp-2 en cultivo

Una vez secleccionadas las mutantes S. fyphi zxx:Tnphod reguladas por
anaerobiosis, se procedio a evaluar la capacidad invasiva de algunas de estas mutantes
sobre la linea celular epitelial HEp-2. Se introdujo ademas las cepas controles TYT1415
phoN y TYT1482 phoN, mas la mutante TYT1981 como control adicional, ya que ésta
no presentd actividad de fosfatasa alcalina en anaerobiosis (Tabla 7). Para ello se
crecieron las bacterias en anaerobiosis en condiciones de cultivo que potencian el
fenotipo invasor y se infecté una monocapa confluente de células HEp-2, segin las
condiciones establecidas. Luego se permeabilizaron las células con Triton X-100 al 1 %,
se determiné la cantidad de bacterias intracelulares (o) v se calculd el indice de invasion
asignandole a la mutante TYT1415 phoN el 100 % de invasion (Tabla 8). Todas las
mutantes analizadas presentaron defectos en invasion, fluctuando entre un rango de 56
% a 4 % del de la cepa parental, siendo la mas afectada la cepa TYT1981, que presentd
solo un 4 % de invasion. Por el contrario, la cepa TYT1959 disminuyé sélo en un 44 %

su capacidad invasiva.
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Tabla 8. Ensayo de invasion de las mutantes S. typhi zxx::TnphoA reguladas por

anaerobiosis sobre células HEp-2.

Cepas bacterianas® | Razén ana/aer Indice de invasion %"
S, tphi Ty2 1,10 100
TYT1415 0,71 90
TYT1482 0,67 80
TYT1957 2,74 21
TYT1959 1,39 56
TYT1963 1,53 17
TYTI969 2,02 27
TYT1979 2,02 14
TYT1981 0,00 4
TYT1982 2,20 13
TYT1983 7,40 29

* Las bacterias se crecieron en anaerobiosis previo al ensayo sobre las células HEp-2. Las cepas TYT

corresponden & mutantes S. fphi zxx:: TnphoA.

® Los valores de porcentaje son el promedio de 3 experimentos similares independientes.
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5.9.3. Composicién de la ME de las mutantes S. fyphi zcx::TnphoA reguladas por

anaerobiosis

Las mutantes S. fyphi zxx::Tnphod, cuyas fusiones génicas resuitaron reguladas
por anaerobiosis, se analizaron también desde el punto de vista de la composicién de sus
proteinas de la ME. Para ello, se crecieron las bacterias en condiciones aerdbicas y
anaerobicas, segin las condiciones establecidas y se aislaron las proteinas de la ME, las
cuales se fraccionaron en geles unidimensionales, tefiidos con azul de Coomassie. Los
perfiles de proteinas obtenidos para un grupo de mutantes se muestra en la Figura 27. De
todas las mutantes S. fyphi zxx::TnphoA reguladas por anaerobiosis analizadas, se pudo
detectar dos mutantes con algunas diferencias en el perfil de proteinas comparado con la
cepa silvestre S. fyphi Ty2 cultivada en aerobiosis (carril 2) y anaerobiosis (carril 3) y la
receptora TYT1415 (no mostrado). Una de ellas, la cepa TYT1979 crecida en
anaerobiosis no present6 la banda de proteina de 100 kDa (carril 7), indicada por la
punta de flecha. La otra cepa, TYT1981, la cual no present6 actividad de fosfatasa en
anaerobiosis, presento dos diferenctas en el perfil de proteinas de ME. Una de ellas, se
observo al crecer la cepa en aerobiosis, donde no se observo la porina OmpF de 35 kDa
(carril 10). La otra diferencia, correspondié también a la proteina de 100 kDa, Aipl, la
cual en este caso no se vié inducida por la condicién ambiental andxica (carril 11). El
andlisis de los resultados obtenidos, apunta a que quizd este método de andlisis de
composicion de la ME no es lo suficientemente sensible como para detectar miés
cambios en las proteinas de la ME. No obstante, se pudo detectar estas dos mutantes

reguladas por anaerobiosis con cambios en las proteinas abundantes de 1a ME, TYT1979
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Figura 27. Proteinas de la ME de S. #yphi::TnphoA cultivadas en aerobiosis y
anaerobiosis. Se extrajo las proteinas de la ME de S. typhi::TnphoA crecidas en
aerobiosis y anaerobiosis por el método de Lobos y Mora (1991), se fraccionaron en
geles al 12,5 % de poliacrilamida-SDS y se tifieron con azul de Coomassie. Se indica el
estandar de tamafio molecular (carril 1). Se muestra las proteinas de la ME de S. nyphi
Ty2 silvestre crecidas en aerobiosis (carril 2) y anaerobiosis (carril 3), donde la flecha
violeta indica la proteina Aipl y las proteinas de la ME de las cepas mutantes S. typhi
TYT1963 crecida en aerobiosis (carril 4) y anaerobiosis (carril 5), TYT1979 en
aerobiosis (carril 6) y anaerobiosis (7), donde las flechas indican deficiencias en las
proteinas de 100 y 46 kDa, respectivamente. TYT1982 en aerobiosis (8) y anaerobiosis
(9) y mutante TYT1981 en aerobiosis (10) y anaerobiosis (11). Las flechas indican la
posicion de las proteinas Aipl de 100 kDa y OmpF de 35 kDa.
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y TYT1981, las cuales presentaron ademas serios defectos para la invasion de células
HEp-2. Cabe destacar, que la mutante TYT1979 es muy importante en este estudio, ya
que presenté un defecto en la proteina Aipi, lo cual nos permite confirmar mediante una
via experimental alternativa, que esta proteina con similitud a una alcohol
deshidrogenasa en la region N-terminal, esta involucrada en la membrana de S. gyphi,
Por otro lado, la mutante TYT1981, que no presento actividad de fosfatasa alcalina en
anaerobiosis tampoco presento la fuerte induccién de la proteina de 100 kDa, Aipl, por
esta condicion ambiental, lo que podria apuntar a una mutacion en un gen regulador, que
podria estar ademas afectando la expresion -de la porina OmpF en aerobiosis. La

comprobacion de estos hechos requiere de el clonamiento de este gen en el futuro.

5.10. Caracterizacion del suero policlonal anti Aipl mediante andlisis Western blot

de las proteinas de la ME de S. typhi

Con ¢l objeto de lograr una herramienta que permita obtener la localizacion
subcelular de la proteina Aipl en S. typhi Ty2, se fabrico un suero policlonal de conejo
anti Aipl, el cual permite ademas analizar la fraccion de proteinas de ME de la mutante
TYT2006 construida. La calidad y propiedades de los antisueros obtenidos, se ensayo
mediante experimentos Western blot {Towbin y Godpon, 1979). Para ello, se aislaron
proteinas de la ME de S. fyphi silvestre y mutante TYT2006, crecidas en aerobiosis y
anaerobiosis, las cuales se fraccionaron en geles unidimensionales, se trasfirieron a
nitrocelulosa y se incubaron con varias diluciones de cada suero policlonal. Se usé como

control los sueros preinmune, En la Figura 28, se muestra la reactividad del suero del
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Figura 28. Western blot de proteinas de la ME de S. fyphi Ty2 y mutante TYT2006.
Se muestra un ensayo Western blot de las proteinas de la ME de S. typhi Ty2 aisladas
desde cultivos aerdbicos (carril 2) y anaerdbicos (carril 4), asi como de la mutante S.
typhi TY2006 aislada en aerobiosis (carril 1) y anaerobiosis (carril 3). En (5) estandar de
proteinas 7B. La flecha roja indica la banda de reaccion positiva de alrededor de 100
kDa, correspondiente a Aipl (4). La flecha amarilla indica una banda de reaccién de
alrededor de 95 kDa en la mutante TYT2006 crecida en anaerobiosis (3). La flecha azul
indica una sefial positiva de alrededor de 30 kDa en la mutante TYT2006 crecida en

aerobiosis (1).




133

conejo 1 diluido 1:1000 con las proteinas de la ME de S. yphi Ty2 crecida en acrobiosis
(cammil 2) y anaerobiosis (carril 4), junto a las proteinas de la ME de la cepa mutante
TYT2006 crecida en aerobiosis (carril 1) y anaerobiosis (carril 3). Los resultados de la
inmunoreaccion muestran, que la proteina Aipl es reconocida por el suero policlonal anti
Aipl (100 kDa) en la fraccion de ME de S. yphi crecida en anaerobiosis y que presenta
reaccion cruzada con una proteina que migra a la altura de la flagelina (50 kDa). La
misma banda de reacccion positiva no se observa en la mutante TYT2006, sino que se
observa una de menor tamafio (95 kDa), lo que demuestra la ausencia de la proteina Aipl
silvestre. Este resultado se correlaciona con lo observado en los geles unidimensionales
tefiiddos con azul de Coomassie, donde tampoco se observa la banda de 100 kDa en la
cepa mutante (Fig. 20). No obstante, la banda de inmunoreaccién positiva que se
observa en la muestra de proteinas de la ME de la cepa TYT2006 crecida en
anaerobiosis, se podria deber a la fusién del fragmento génico 5’ de aipl a otro segmento
de DNA, que al ser traducido, genera una proteina inactiva, pero que es inmunoreactiva.
También se observa una sefial positiva en la cepa mutante TYT2006 crecida en

aerobiosis {carril 1), de alrededor de 30 kDa.

S.11. Anilisis de las proteinas de superficie de S. fphi Ty2 mediante

inmunofluorescencia indirecta

Se prepard un suero policional de conejo anti Aipl con el objeto de obtener la
localizacidn subcelular de la proteina Aipl en S. fyphi Ty2. Este suero anti Aipl,

previamente analizado en ensayos Western blot (Fig. 29), se probd en ensayos de
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inmunofluorescencia indirecta. Los resultados permitieron observar reaccion positiva
con las proteinas de superficie de S. fphi crecidas en condiciones de cultivo anaerdbico
(Figura 29). En tanto que la cepa mutante TYT2006 analizada en las mismas
condiciones presenté marcas fluorescentes, pero en mucho menos cantidad por bacteria.
Ambas cepas crecidas en aerobiosis casi no presentaron marcas fluorescentes. Estos
resultados claramente apuntan a que efectivamente la proteina Aipl se ubica en Ia ME de
la bacteria y en mayor cantidad cuando ésta es crecida en condiciones anaerdbicas. Tal
vez, esta ubicacion en la ME es transitoria' y corresponderia a una proteina en via de

secrecidn o excrecion.
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Figura 29. Microscopia de inmunoflorescencia indirecta de bacterias vivas, Se
muestra e} ensayo de inmunofluorescencia indirecta realizado con las bacterias vivas,

i correspondientes a S. fyphi Ty2 crecida en anaerobiosis (A) y aerobiosis (C) y S. typhi |
mutante TYT2006, cecida en anaerobiosis (B) y aerobiosis (D). Se incubd con el suero

policlonal de conejo diluido 1/500 y se revel6 con anti IgG de conejo-FITC 1/50,
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6. DISCUSION

Las bacterias patogenas han desarrollado mecanismos para colonizar al
hospedero tan eficientemente como sea posible, incluso en presencia de las defensas de
éste, adaptindose a las condiciones ambientales que encuentran, regulando de manera
coordinada la expresion de los genes que codifican factores de virulencia (Mekalanos,
1992; Salyers y Whitt, 1994).

S. typhi, que produce la fiebre tifoidea sélo al ser humano, también se adapta a
las condiciones ambientales que encuentra en el interior de su hospedero. Sin embargo,
aiin se conoce muy poco acerca del efecto que las sefiales ambientales tienen sobre la
expresion de los genes de virulencia de S. typhi (Leclerc y col., 1998; Arricau y col.,
1998). Una de las condiciones que encuentra en el interior de su hospedero es una baja
disponibilidad de oxigeno, tanto en el fleo distal como en los tejidos la concentracién de
oxigeno libre es baja, lo que constituye para la bacteria un ambiente microaerofilico
cercano a la anaerobiosis. En la actualidad se sabe que, S. fypki aumenta su invasividad a
células epiteliales in vitro cuando se crece en anaerobiosis (Contreras y col., 1995b;
Tartera y Metcalf, 1993). La anaerobiosis también induce el fenotipo invasor de S.
typhimurium (Jones y Falkow, 1994), sin embargo, en ambos casos no se conoce las
causas de esta potenciacion. Mas atn, mutantes de S. fyphi defectuosas en genes
inducidos en condiciones de cultivo anaerébico, como aqueltlos involucrados en el
sistema de respiracién por nitrato (Contreras y col., 1997) o en fermentacién (Toro,
1998), también presentan un fenotipo invasor disminuido. Por lo tanto, la anaerobiosis

regularia la expresion de los genes del metabolismo anaerébico, considerados genes

Y
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“housekeeping”, asi como también genes que codifican aquellos factores de virulencia
involucrados directamente en la infeccion.

Se conoce que en condiciones de cultivo anaerébico, hay una fuerte induccion de
6-8 proteinas de la membrana externa de S. fyphi Ty2 (Contreras y col., 1997), pero no
se ha demostrado la participacion de estas proteinas en la adherencia e invasién del
epitelio intestinal. Més ain, en otros patdgenos como, Y. pseudotuberculosis, Y.
enterocolitica, Vibrio cholerae o S. typhimurz'\zjzm, s¢ ha demostrado que algunas
proteinas de la ME establecen contacto directo con los epitelios e interactian con los
macrofagos (Groisman y Ochman, 1994; Salyers y Whitt, 1994). Se demostrd que S.
typhimurium cultivada en anaerobiosis potencia su invasividad a células Henle 407 y
modifica la expresion de al menos dos proteinas de la ME (Shiemann y Shope, 1991). 7.
enterocolitica y Y. pseudotuberculosis, incubadas a 37 °C, comienzan a producir gran
cantidad de proteinas involucradas en patogenicidad, denominadas Yops (Yersinia outer
membrane proteins). Las proteinas P1 y YopA, forman una matriz fibrilar en Ia
superficie de la bacteria, que le confiere resistencia a la actividad bactericida del suero
humano y favorece la colonizacion intestinal en el raton (Michiels y col., 1990). El gen
toxR de Vibrio cholerae codifica para una proteina de transmembrana, capaz de unirse al
DNA vy activar la transcripcion del gen fcpA, que codifica para la subunidad mayor de
un Pilus factor de colonizacién (TCP), asi como también regular la expresién de las
porinas OmpT y OmpU (Miller y Mekalanos, 1988).

Investigaciones mds recientes, realizadas en S. typhimurium, han permitido
demostrar que la disponibilidad de oxigeno es una sefial ambiental importante, que junto

a la osmolaridad, el pH y el sistema de dos componentes PhoP/Q, estan regulando en
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forma coordinada la exprésién de genes esenciales para la invasion, en respuesta a
cambios del medio ambiente (Bajaj y col., 1996; Johnston y col., 1996). En tales eventos
¢l activador transcripcional HilA tiene un papel central, actuando directamente sobre los
promotores de los genes de invasién de S. fyphimurium (Bajaj y col., 1996), el cual a su
vez esta controlado por el activador SirA. Este iltimo, también parece formar parte de
un sistema regulador de dos componentes. SirA se fosforilaria en respuesta a las sefiales
ambientales que S. typhimurium detecta dentro del hospedero. Ademds, estaria iniciando
una cascada de sintesis de factores transcripcionales, lo que lleva a la transcripcion de
genes de invasion, a la secrecion de Ssp y a la invasion del epitelio intestinal (Johnston y
col., 1996).

El estudio presentado en esta tesis, se concentrd en la identificacion de proteinas
de la ME de S. typhi Ty2 que son inducidas en condiciones de cultivo anaerébico
(Contreras y col., 1995b) y en la aplicacion de un método para la construccién de
mutantes en estas proteinas de membrana (genética reversa), con el fin de evaluar el rol
de dichas proteinas sobre el fenotipo invasor de la bacteria, ensayado en células
epiteliales de origen humano en cultivo. Existia el precedente en la literatura, en que esta
estrategia experimental resulté exitosa para la inactivacion del gen roxR de Vibrio
cholerae; en este caso se interrumpi6 ¢l gen mediante una mutacion por insercion de un
vector suicida nuevo (Miller y Mekalanos, 1988).

Como estrategia alternativa de mutagénesis, se us6 un procedimiento genético
clasico, el transposén Tnphod (Manoil y Beckwith, 1985), que favorece la seleccién de

S. typhi mutantes en proteinas de membrana. Esta estrategia experimental ha permitido
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obtener S. #yphi mutantes en genes de invasion y regulados por sefiales ambientales
(Leclerc y col., 1998).

El primer objetivo de este trabajo consistié en caracterizar las proteinas de la ME
de S. fyphi inducidas por la condicién ambiental de baja disponibilidad de oxigeno
(Contreras y col., 1995b). Para ello, se aislo las proteinas de la ME por tres métodos
distintos, escogidos segin los antecedentes encontrados en la literatura para la
extraccion de estas proteinas desde enterobacterias como S. fyphimurium, S. typhi, E.
coli'y Yersinia spp. (Lobos y Mora, 1991; Nikaido, 1994; Michiels y col., 1990),
seleccionandose finalmente el método de Lobos y Mora, (1991), para realizar esta
investigacion. Estos analisis se complementaron con el estudio de la fraccion de
proteinas de la membrana interna (MI) de S. fyphi crecida en condiciones aerébicas y
anaerobicas, lo que permitié descartar la contaminacion de las ME con otras proteinas
bacterianas, validando asi el método, desde el punto de vista operacional y en base a Ia
solubilidad descrita para las proteinas de ambas fracciones en el detergente Triton X-100
(Nikaido, 1994).

Los perfiles de proteinas analizados por densitometria, permitieron confirmar la
induccion de al menos siete proteinas de la ME de S. #yphi por la condicién de cultivo
anaerobico, de 100, 80, 50, 46, 44, 36, 25 y 20 kDa.

Con el objeto de verificar que las proteinas de la ME que estdbamos aislando,
efectivamente estdn expuestas en la superficie bacteriana, se disefié un experimento
complementario en que se utilizé el reactivo NHS-biotina (Bradburne y col., 1993) para
marcar in vivo las proteinas de superfice de S. fyphi Ty2 crecidas en condiciones de

cultivo aerobico y anaerébico. El andlisis de los perfiles de proteinas biotinilados
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obtenidos comparados con los de las proteinas sin marcar, tefiidos con azul de
Coomassie, permitié demostrar que en ambas condiciones las proteinas presentes son
similares. Es decir, el perfil de proteinas biotiniladas es el mismo que el de las proteinas
sin marcar, tanto en aerobiosis como anaerobiosis, indicando que las proteinas de ME
aisladas efectivamente se encuentran en la superficie de la bacteria. Cabe destacar, que
las proteinas biotiniladas no parecen alterar su patron de migracion electroforético en
geles de poliacrilamida-SDS, ya que aparecen con una masa molecular similar a la de las
proteinas sin biotinilar. Sin embargo, no fue posible detectar la induccion de proteinas en
anaerobiosis, seguramente debido a que la incorporacién de biotina a las proteinas no es
cuantitativa (Bradburne y col.1993).

El siguiente paso fue caracterizar las proteinas de la ME de S. fyphi mediante
andlisis en geles bidimensionales. Se extrajo las proteinas de la ME de bacterias crecidas
en condiciones de cultivo aerébico y anaerdbico (Lobos y Mora, 1991) y se sometieron a
electroforesis de dos dimensiones, segiin el método de O'Farrell, (1975) meodificado
(Hochstrasser y col., 1988). La comparacién de ambos patrones de proteinas de la ME
permuti6é verificar la induccién de algunas proteinas por la baja disponibilidad de
oxigeno, asi como la represion de otras. Los cambios en los patrones de proteinas
observados en general son mas evidentes que en los geles unidimensionales (Lobos y
Mora, 1991). Ademds, permite aislar las proteinas en una forma mas pura para su
identificacion y estudio, por lo que esta técnica es una valiosa herramienta de analisis de
mutantes en proteinas de interés.

El siguiente objetivo consistio en identificar las proteinas de la ME mayormente

inducidas en anaerobiosis. Para ello, se sometié a microsecuenciacion de Edman el
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extremo N-terminal de las proteinas de 100, 80, 50, 46, 44 y 20 kDa. La proteina de 36
kDa, corresponde a la porina OmpC, la cual previamente habia sido informada como
inducida por esta condicién ambiental (Contreras y col., 1995a). De las otras seis, de
s6lo una de ellas, de la de 80 kDa, no se obtuvo secuencia, posiblemente por presentar el
extremo N-terminal bloqueado. Las otras cinco secuencias de aminodcidos obtenidas se
analizaron en los bancos de datos disponibles (NCBI y Sanger Centre) mediante el
programa BlasP.

Los resultados indicaron que la mayoria de las proteinas correspondieron a
proteinas cldsicas de la ME, como flagelina, MalL o PhoE. Claro que ninguna de ellas
habia sido previamente reportada como inducida por la condicién ambiental anaerdbica,
ni en S. Hphi, S. typhimurium o E. coli. Otras dos proteinas presentaron propiedades
Unicas. Una, la més pequefia (20 kDa), no mostré similitud con ninguna proteina
procarionte descrita a la fecha, por lo que podria corresponder a una proteina presente
solo en 8. yyphi. La otra, Aipl (100 kDa), mostré 100% de similitud de su extermo N-
terminal con la alcohol deshidrogenasa AdhE de E. coliy S. typhimurium.

Cabe hacer notar, que en todos los casos, la movilidad electroforética de las
proteinas secuenciadas, mostraron masas moleculares correspondientes con las descritas
para las proteinas similres de Salmonella o E. coli.

Debido a la movilidad electroforética informada para la PhoE, se propone que
AiplV corresponderia a la porina PhoE de S. #yphi (Qi y col., 1996). En S. yyphimurium
se demostro que esta porina anién selectiva se induce cuando la bacteria es crecida en
condiciones limitantes de fosfato (Bauer y col., 1985), habiendo sido luego localizada en

el centisoma 7,6 del mapa cromosdmico (Sanderson y col., 1995). Sin embargo, un
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estudio inmunclégico sugirid que PhoE de S. typhimurium no estaba cercanamente
relacionada a las porinas generales de £, coli y otras Salmonellas, tales como OmpF,
OmpC y OmpD (Spierings y col., 1992). Por otra parte, en estudios posteriores Janssen
y col, (1995) informaron la induccion del promotor phoF durante la invasién de S,
typhimurium a células eucariontes. No obstante, la interrupcién del gen phok no afectd
la invasividad de la bacteria.

El siguiente paso en este estudio fue elegir la proteina de la ME que se iba a
mutagenizar tomando en cuenta los antecedentes encontrados en la literatura. En el caso
de PhoE, se conoce que esta porina anidn-selectiva se induce en condiciones limitantes
de fosfato, pero también se ha descrito la induccién del promotor phoE durante la
invasion de S. typhimurium a células en cultivo. Sin embargo la Interrupcion de este gen
no afecta el proceso de invasién de la bacteria (Janssen y col., 1995). La flagelina,
componente principal del flagelo, tiene que ver con la movilidad de la bacteria,
habiéndose comprobado que S. fyphi necesita una motilidad intacta para invadir en
forma eficiente, no asi 8. fyphimurium (Liu y col., 1988). La induccién de Ia flagelina en
anaerobiosis podria estar dando cuenta, en parte, de la potenciacién del fenotipo invasor
de S. typhi. La porina MalL, por su parte, tiene que ver con la captacion y catabolismo
de maltodextrinas. Ademas, puede formar pequefios poros de difusion para iones y
solutos hidrofilicos (Meyer y col, 1997). Tales resultados sugieren que, la induccion de
PhoE y MalL seria parte de un proceso de adaptacién metabolico de la bacteria en el
interior de su hospedero, en respuesta a la baja de disponibilidad de nutrientes que
encuentra. En S. fyphi se ha descrito un proceso similar. Por ejemplo, la deficiencia de

hierro en el medio ambiente afecta la virulencia de S. #ypki, por lo que la bacteria ha
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desarrollado mecanismos especificos para su captacién, como la produccién de
enteroquelina, cuyo transporte se supone asociado a proteinas de la ME (Furman y col.,
1994).

El hecho de que la proteina Aipl de 100 kDa presente un N-terminal con
similitud a una enzima del tipo alcohol deshidrogenasa es muy intersante, debido a que
la mayoria de las enzimas que funcionan en procesos citoplasmaticos bacterianos, se
encuentran en cantidades cataliticas y no se encuentran localizadas en la ME (Spiro y
Guest, 1991). Sin embargo, en la literatura se ha informado que el proteoma de S
typhimurium permite la formacién de complejos multiproteicos grandes que pueden
cosedimentar con la fraccion de membrana durante la preparacion de la envoltura celular
(Qi y col, 1996). Més aiin, otros autores también han constatado la presencia de
proteinas con similitud a la alcohol deshidrogenasa AdhE de E. coli asociadas 2 la
membrana de S. typhimurium. Estas, denominadas EutE y EutG, mostraron actividad de
alcohol deshidrogenasa y resultaron ser parte del operén para la utilizacién de la
etanolamina (Stojiljkovic y col., 1995).

El analisis de los antecedentes presentados nos hizo seleccionar la proteina Aipl
(100 kDa) como blanco de mutagénesis, fundamentados principalmente en el hecho de
la ausencia de informacion en la literatura acerca de este tipo de proteinas en S, typhiya
la curiosidad que despertaba la presencia de una proteina con similitud a una enzima
sOlo en la ME de este patdgeno, en cantidad tan abundante en anaerobiosi y que al igual
que otras proteinas de la ME, es insoluble en Triton X-100 (Nikaido, 1994).

Con este fin, se empled la estrategia de genética reversa, donde a partir del

conocimiento de la secuencia de aminoacidos de la proteina que se desea inactivar, se

o
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disefia una metodologia para mutagenizar directamente el gen que la codifica en el
cromosoma bacteriano (Miller y Mekalanos, 1988).

El analisis de la secuencia de aminoacidos N-terminal de la proteina Aipl en el
programa BlastP (Altshul y col.,1990; Altshul y col., 1997), indicé similitud de
secuencia con el extremo 5° del gen adhE de S. typhimurium y E. coli, ambos
informados en GenBark. Estos datos permitieron disefiar la estrategia de mutagénesis
del gen aipl de'S. typhi. Ello involucrd la amplificacion de un fragmento interno del gen
aipl de S. typhi por PCR, correspondiente al extremo 5’ del gen, el cual se secuencio, se
utiliz como sonda en experimentos de hibridacidén Southern y luego se cloné en el
vector suicida pGP704 (Miller y Mekalanos, 1988), para generar el plasmidio pNM%.

El producto de PCR, usando como templado €l DNA cromosomal de S. typhi, fue
de 500 pb. Lo mismo se obtuvo a partir de los cromosomas de S. typhimurium y E. coli.
La identidad de los productos de amplificacion generados se verifico mediante la
secuenciacién de los fragmentos génicos aip! y adhE, los cuales fueron luego analizados
en los bancos de datos disponibles en NIH-NCBI mediante el programa BlastN (Altshul
y col,1990; Altshul y col., 1997). Ambos fragmentos presentaron alineamiento de
secuencia con el gen adhE de S. typhimurium y F. coli. Posteriormente, la nueva
secuencia de 500 pb, comrespondiente al extremo 5° del gen aip/ de S. typhi, se envié a
GenBank, donde se le asigno el numero de acceso AF145591.

La secuencia de DNA obtenida para el fragmento ajp/ (500 pb) de S. typhi
también se analizé mediante Basic BlastN en Sanger Centre, donde mostré identidad de
secuencia dentro-del contig 352 de un tamafio de 374 kpb. El estudio de las secuencias

de DNA rio arriba y rio abajo de la coincidencia entre ambas secuencias, junto al




145

analisis en el programa EditSeq, permitié identificar un posible marco de lectura de la
proteina Aipl. Este ORF tiene un largo de 2679 pb, que al ser traducido en el programa
DNAStar origina una proteina de 893 aminodcidos de 98 kDa. Esta proteina, analizada
en NCBI mediante BlastP, indicé similitud con la AdhE de & coli (892 aminoacidos, 96
kDa) y AdhE de S. typhimurium (878 aminoacidos, 97 kDa). El analisis de Aipl en el
programa PredictProtein, indicé también similitud con una seric de alcohol
deshidrogenasas, entre ellas la AGhE de E. coli y EutE de S. typhimurium. En todos los
casos, la similitud de las proteinas comparadas es mayor en el dominio N-terminal de
éstas. El estudio detallado de la secuencia nucleotidica de los genes adhE de E. coli,
adhk de S. typhimurium y aipl de S. typhi, revel6 la “insercion” y “delecion” de algunos
pb en la regién central y 3” de estos genes, que posiblemente podrian estar produciendo
los cambios en el marco de lectura de estas proteinas hacia la region C-terminal. No
obstante, también podria indicar una divergencia evolutiva entre éstas especies de la
familia Enterobacteriaceae, donde se habria conservado el dominio funcional ADH. Por
ejemplo, la AdhE de E. coli de 891 residuos presenta actividades de ADH, ACDH y
PFL, lo que parece ser un producto de fusién evolutivo, ya que las ADHs tipicas
descritas, tanto en eucariontes como bacterias, tienen alrededor de 380 aminoacidos y las
ACDHs cerca de 500 residuos (Goodlove y col., 1989)

La evidencia presentada confirma que el gen aip! de S, typhi, presenta en la
region 5° identidad a nivel de secuencia de DNA con los genes adhE de E. coliy S.
typhimurium, A nivel de secuencia de aminodcidos, Aipl presenta similitud con enzimas
del tipo alcohol deshidrogenasas, segin las actividades informadas para sus homdlogas

AdhE de E. coli, y EutE de S. typhimurium.
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El siguiente paso fue entonces la construccion de la S. sphi mutante en el gen
aipl. Para ello, se utilizé el vector suicida pNM2, el cual mediante un evento de
“crossing over” y por recombinacién homéloga con el alelo silvestre puede integrarse en
el cromosoma de la bacteria (Miller y Mekalanos, 1988), generando transconjugantes
ampicilina resistentes (TYT2006). En forma paralela, se construyé la cepa S.
typhimurium adhE::pNM2 (NPM1), con una mutacién similar a la de S, Yyphi, con el fin
de determinar el efecto de dicha mutacion en ensayos de virulencia in vivo.

Previamente, se realizé el analisis de los DNAs cromosomales de S. typhi, S.
typhimurium 'y E. coli, mediante experimentos de hibridacion Southern, el cual utilizé el
fragmento génico aip! obtenido por PCR, como sonda. Los resultados, permitieron
demostrar la presencia de una copia de este gen en cada especie.

La insercion del plasmidio pNM2 en el gen cromosomal deseado, aip! de S. typhi
0 adhE de S. typhimurium, se verificé entonces por hibridacién Southern. Los DNAs
cromosomales de las cepas silvestres S. fphi v S. typhimurium y de las mutantes
correspondientes, TYT2006 y NPM1, -digeridos con ZcoRI e hibridados con 1a sonda
ajpl, permiti6 verificar que en ambos casos la insercién del vector suicida pNM2 habia
ocurrido en el gen blanco, debido a que este evento modificé la movilidad
electroforética de los fragmentos de DNA de las cepas mutantes con respecto al de las
cepas silvestres. Se analizo ademds, el cromosoma de S, typhi TYT2006 con una
combinacion de enzimas, lo que corrobord también el cambié de los perfiles de
restriccion entre la cepa silvestre y mutante, debido a la modificacién del locus aip!

silvestre.
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Una vez realizada la caracterizacion preliminar de las mutantes, se investigd su
capacidad de entrar y proliferar en la linea celular epitelial humana, HEp-2. Se ha
demostrado que el uso de cultivos de células es un modelo muy conveniente para el
estudio cuantitativo de la interacciones entre distintas especies de Salmonella y células
eucariontes. Entonces, el estudio del fenotipo invasor de las mutantes TYT2006,
TYT2010 y NPM1 se ensayo sobre células epiteliales HEp-2 (Lissner y col., 1983).
Ademds, se introdujo como control la cepa S. typhi ims50::Tn10 (TYT2010), mutante en
un gen con similitud a Ia alcohol deshidrogenasa (Baumler y col., 1994), con el objeto
de descartar que aip/ de S. yphi sea el gen ewFE, previamente identificado en S,
typhimurium (Stojilikovic y col., 1995). El gen ewtE, presenta 52 % de identidad a nivel
de secuencia de DNA con el gen adhE de E. coli, pero a nivel de secuencia de
aminodcidos presenta solo similitud con la region N-terminal de la proteina AdhE. La
mutacion de ewE, resulta en una S. fyphimurium atenuada en el ratdn, por lo tanto, la
comparacion del efecto de ambas mutaciones in vivo, permitiria verificar parciaimente la
identidad de aipl.

S. typhi aipl (TYT2006) mostrd un indice de invasién de un 4 % del de la cepa
parental S. fyphi Ty2 (100 %), lo que implica una drastica disminucion de la capacidad
invasiva de la cepa mutante. Por el contrario, la cepa S. fhphimurium NPM1, portadora
de una mutacién similar, no resulté afectada en su fenotipo invasor. La cepa TYT2010,
tampoco se vio afectada, ya que mostrd un indice de invasién de 113 %. Esta evidencia
experimental apunta a que los genes aipl y adhE de S. typhi v S typhimurium,
respectivamente, no tendrian el mismo rol en ambas especies. Por otra parte, la mutacion

ims30::Tnl0 (entE::Tn10) (Baumler y col., 1994; Stojilikovic y col., 1995) en 8. typhi
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no tiene el mismo impacto sobre la invasividad de la bacteria comparada con la
mutacton aipl::pNM2, lo que demuestra que estos genes con similitud a alcohol
deshidrogenasa son diferentes.

El analisis en geles unidimensionales de Ias proteinas de la ME de la mutante S.
typhi TYT2006, demostré la ausencia de la proteina Aipl de 100 kDa, blanco de la
mutacién. Mas atin, la mutacién de aip/ también afecté otras proteinas mayoritarias de la
ME. Por ejemplo, OmpF no se detecta en aerobiosis y OmpC se observa claramente
disminuida en anaerobiosis, condicién en que ademds se detecta la aparicion de una
banda de proteina de alto peso molecular, de alrededor de 150 kDa. Este estudio se
complementd con un andlisis preliminar de las proteinas en geles bidimensionales. En
las muestras aisladas de S. fyphi, se observd un “spot” de proteina de 100 kDa
fuertemente inducido en anaerobiosis, el cual corresponderia a la proteina Aipl (pl 6,4).
En la cepa mutante TYT2006, no se detecto esta proteina de 100 kDa, en ninguna de las
condicioneé de cultivo. Estos resultados sugieren que, Aipl no se expresa en la mutante
TYT2006, tal como se habia detectado en los geles unidimensionales. Mds aun, el
observar detenidamente los cambios en el perfil de proteinas en geles bidimensionales
en condiciones de cultivo aerdbico y anaerébico, comparado con los obtenidos para la
cepa silvestre, permite confirmar en forma cualitativa el efecto pleiotropico de la
mutacion, la cual se manifiesta como alteraciones en la posicién, expresion y represion
de ciertas proteinas de la ME.

Estos resultados sugieren, que la interrupcion del aip/ también afecta la
expresion o localizacién de otras proteinas de la ME. Ahora, si 1a disminucién de la

capacidad invasiva de la cepa TYT2006 se debe s6lo al efecto pleiotrépico de Ia
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mutacion sobre otras proteinas de la ME en general o a la inactivacién de aipl por si
misma, necesita de nuevas investigaciones para ser respondida. Por gjemplo, no se puede
descartar que la mutacion afecte indirectamente la presencia de una proteina esencial de
superficie o que pueda afectar indirectamente la correcta respuesta de la célula
hospedera o bien, que la insercién del vector snicida pNM2 en el cromosoma de S, typhi
pudiera tener un efecto polar sobre la exprésion de otros genes. Por ejemplo, el analisis
de las secuencias de DNA que flanquean al gen adhE en E. coli K-12, permiti
identificar un orf putativo (5/240) con similitud a la secuencia de insercién 154, el cual
se inicia dentro de la regién 3’ del gen adhE. Este hecho resulta muy inetresante, ya que
las IS se han asociado a las SPI y transferencia horizontal de genes virulentos. Es
posible, que en S. fyphi, exista una regién homoéloga, que pudiera estar dando cuenta de
la pérdida de virulencia, porque la insercién del vector pNM2 sea polar.

Por el contrario, la mutacion del gen adhE de S. yyphimurium (NPM1) no altero
tan drasticamente el perfil de proteinas de la ME, comparado con el de la cepa parental
S. typhimurium 14028s. Mas atm, la cepa NPM1 no resulté significativamente atenuada
en el raton al ser administrada por la ruta oral, corroborando que la S. syphimurium
mutante no presenta defectos“para la invasion del epitelio intestinal (Galan, 1996),

Esta evidencia es muy importante, ya que estaria indicando que ambas proteinas,
Aipl de S. yphi y AdhE de S. typhimurium, que nosotros presumimos “similares®, no
tienen la misma funcién en la ME de cada una, quiza son especificas y diferentes para
cada especie.

Uno de los puntos importantes en la caracterizacion genética de una bacteria se

refiere a la transferencia de una mutacion desde la bacteria mutante a otra con genoma
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silvestre (backcross), para asi verificar que el fenotipo observado en la mutante estd
directamente relacionado con la mutacién en estudio. Esta estrategia es fzicihl.'lente
realizable cuando se cuenta con fagos transductores que permiten hacer esta
transferencia en una sola etapa. Este no es el caso para S. fyphi, ya que no se dispone de
osta valiosa herramienta genética. En general, para S. fyphi no se cuenta con una
estrategia experimental de rutina que permita transferir cualquier marcador cromosomal
a otra 8. fyphi. Se probo el método descrito por Toro y col., (1998a) y se logré transferir
la mutacion aip/::pNM2 desde S. fyphi TYT2006 directamente a una S. typhi silvestre,
transformandola con el DNA cromosomal de la mutante. El estudio del fenotipo invasor
de la cepa “backcross”, S. typhi TYT2007, mostré un indice de invasion de 50 %. Hecho
dificil de explicar, pero se podria pensar en una mutacién supresora, que permite
recuperar solo parcialmente el fenotipo silvestre, o bien, que algin mecanismo atn
desconocido, permite la insercion del vector suicida en otra region del cromosoma de S.
fyphi, lo que le confri6 el fenotipo de resistencia a ampicilina a la cepa backcross.

A pesar de que Aipl presenta similitud a una alcohohol deshidrogenasa, no se
pudo detectar esta actividad enzimatica en el citoplasma de S. fyphi Ty2, ni tampoco
identificar mutantes resistentes al sustrato suicida alilalcohol, segun los métodos
descritos para E. coli (Lorowitz y Clark, 1982; Clark y Cronan, 1980). Sin embargo, si
se pudo determinar que S. #yphi es mucho més sensible al alilalcohol al ser cultivada en
anaerobiosis, comparada con las concentraciones letales descritas para £. coli cultivadas
en anaerobiosis. Incluso, las cepas de S. typhimurium analizadas, se presentaron mas
parecidas en resistencia al alilalcohol y actividad enzimatica citoplasmatica a E. coli que

a S. pphi. Esta alta sensibilidad a alilalcohol y la ausencia de actividad alcohol
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deshidrogenasa en el citoplasma de la bacteria, podria estar relacionada a la presencia de
Aipl enla ME de S. typhi, lo que afectaria més drasticamente la viabilidad de 12 bacteria.

En las mutantes TYT2006 y NPMI, no se detecté cambios metabélicos
importantes con respecto a las cepas parentales silvestres, asi como tampoco diferencias
significativas en las curvas de crecimiento realizadas en condiciones de cultivo aerébico
y anaerébico. Tampoco se pesquizaron cambios en la composicién y tamaiio del LPS.
Por lo tanto, se puede suponer que la disminucién de la capacidad invasiva de 1a bacteria
no se debe a defectos de crecimiento, motilidad, utilizacién de nutrientes o cambios en
las permeabilidad de la ME debido a un LPS deficiente, segun los antecedentes
encontrados en la literatura (Baker y col., 1999). Donde se ha informado que ciertas
alteraciones del LPS pueden afectar la composicion y estabilidad de la ME de bacterias
Gram negativas (Nikaido, 1994), asi como también de que el rol del LPS en la
invasividad de Salmonella varia entre las especies. Por ejemplo, se sabe que un LPS
completo es requerido para la invasion de células epiteliales por S. choleraesuis (Finlay
y col., 1988) y S. typhi (Mroczenski-Wildey v col., 1989). Por el contrario, resultados de
nuestro laboratorio apuntan a que sélo seria esencial para la invasién del macréfago
(Contreras y col., 1995b).

En un intento por obtener mayor informacion acerca de la localizacion subcelular
de Aiplen S. typhi, se realizo estudios de inmunomicroscopia electrénica de transmision
con anticuerpos policlonales anti Aipl obtenidos en nuestro laboratorio.

Primero se ensay6 los anticuerpos policlonales anti Aipl, en cuanto a su inmuno
reactividad contra las proteinas de la ME de S. fyphi en experimentos Western blot

(Towbin y Godpon, 1979). El suero policlonal mostré dos bandas de reaccién positiva.
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Una de alrededor de 100 kDa, correspondiente a Aipl, sélo en la fraccion de ME de
bacterias crecidas en anaerobiosis y la otra, a la altura de 50 kDa (flagelina). Por el
contrario, el perfil de proteinas de la cepa mutante S. #yphi aipl (TYT2006) crecida en
anaerobiosis no present6 la banda de reaccion de 100 kDa, pero si una seifial positiva de
menor peso molecular, de alrededor de 95 kDa. Esta evidencia experimental, indica que
la cepa mutante TYT2006, ha sufrido un cambio en la estructura y composicion de la
ME. Ahora bien, que es especificamente lo que ocurre y como, necesita de mayores
estudios para ser respondido. Mediante inmunomicroscopia electronica, usando el suero
policlonal fabricado, no se pudo obtener informacién concreta. Los anticuerpos no
fueron capaces de reconocer los antigenos en los cortes de las bacterias, debido quiza a
la falta de conservacién del tejido, Ja cual debe ser Gptima para la inmuno reaccién.
Mediante microscopia de inmunofluorescencia con bacterias vivas, se pudo detectar, en
un ensayo preliminar, gran nimero de marcas fluorescentes en la superficie de S. fphi
crecida en anaerobiosis, las cuales se encontraron en mucho menos cantidad en la
mutante TYT2006.

En resumen, esta es la primera informacion que existe acerca de la localizacién
subcelular de la proteina Aipl, AdhE u otras protefnas con homologia a alcohol
deshidrogensa en S. typhi. Hasta el momento nuestros resultados demuestran que Aipl es
una proteina fuertemente inducida en anaerobiosis, insoluble en Triton X-100, se
encuentra en forma abundante en la ME, su mutacién disminuye drasticamente la
capacidad invasiva de la bacteria a células HEp-2 en cultivo y que su mutacion tiene
ademas un efecto “pleiotropico™ sobre otras proteinas de la membrana. No obstante,

aunque es posible que Aipl se asocie a la membrana externa al momento de romper las
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bacterias, no parece posible que una proteina citoplasmética se pueda localizar
cuantitativamente en la fraccion de ME luego del tratamiento con detergente. Por ello, se
propone que Aipl se induce en condiciones de crecimiento anaerdbico y llega a la ME de
S. typhi de alguna manera ain no descrita para ejercer quizd un rol estructural o
regulatorio sobre otras proteinas de la ME, necesarias para la invasién de células
epiteliales en cultivo. El anslisis del ORF que codificaria Aipl, no presenta un péptido
sefial, necesario para la exportacién de la mayoria de las proteinas de membrana
medirante el sistema tipo If o sec. Sin embargo, se sabe que el sistema de secrecién tipo
III, dependiente de contacto, descrito en S. ryphi Y S. typhimurium, asi como en otros
patégenos de animales y plantas, no los utiliza (Collazo y Galan, 1997; Lee, 1997), ya
que las proteinas son directamente translocadas desde el citoplasma bacteriano hacia la
ME y medio extracelular.

. Existe cierto precedente de la localizacion de alcohol deshidrogenasas en la
membrana de algunas bacterias. Por ejemplo, en la fraccion de membrana de
Lactobacillus fermentum se encontré ciertas estructuras espirales filamentosas finas, que
fueron denominadas espirosomas, las que més tarde fueron descritas en E. coli y otros
miembros de la familia Enterobacteriaceae (Nomura y col, 1989). La digestion
proteolitica del espirosoma, demostré que estaba compuesto por una sola proteina,
denominada espirosina, de peso molecular aparente de 95 kDa, que ademads presentaba
actividad alcohol deshidrogenasa (Nomura y col., 1989). El espirosoma también se
identificé en Yersinia enterocolitica, donde se le encontré tanto en el citoplasma como
en la fraccién de membrana de la bacteria (Yamato y col, 1994} y en £. coli, donde esta

particula proteica polimérica codificada por el gen adhE presenta actividad del tipo
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deshidrogenasa (Yamato y col, 1997). Se han hecho numerosas y variadas
especulaciones acerca del aspecto funcional del espirosoma, no obstante, aiin no se
encuentra una funcién especifica a esta estructura filamentosa. La mas extensivamente
estudiada ha sido la alcohol deshidrogenasa AdhE de E. coli, enzima citoplasmatica,
central en el metabolismo fermentativo de la bacteria, 1a cual presenta actividad de
alcohol deshidrogenasa, piruvato-formato liasa-desactivasa y acetil-CoA reductasa, que
juega un importante pero no definido rol en el metabolismo anaerébico (Leonardo y col.,,
1996).

Otro caso, corresponde a la alcohol deshidrogenasa CgsA, localizada en la
superficie de Myxococcus xanthus, esencial para la comunicacién célula-célula (C-
signaling), durante el desarrollo del cuerpo frutoso de ésta (Lee y Shimkets, 1996).
CgsA es el primer miembro de la familia SCAD (short-chain alcohol dehydrogenase),
que se encuentra asociado a la superficie celular y claramente involucrado en un nuevo
tipo de sistema de sefializacion tactil, CgsA al ser comparado con otros miembros de la
familia SCAD, mostr6 similitud (50,7 % similitud, 27 % identidad) con una alcohol
deshidrogenasa de E. coli (P15047) y otras enzimas que utilizan acil-sustratos, como la
15-hidroxiprostaglandina deshidrogenasa dependiente de NADPH y NADH humana,
P15428 y P16152, respectivamente. Estas tltimas involucradas en la iniciaciéon del
proceso de degradacién de prostaglandinas (Lee y Shimkets, 1996), las cuales se sabe
participan en los procesos de comunicacion entre células animales,

La estrategia experimental alternativa, que se utilizé para de obtener S, typhi Ty2
mutantes en proteinas de la ME inducidas en anaerobiosis, implicé la mutagénesis de la

bacteria mediante el transposén Tnphod. De las alrededor de 4000 mutantes S.
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typhi::TnphoA obtenidas, 32 resultaron intensamente azules (XP"). De éstas fusiones
geénicas, 12 fueron inducidas por la condicién ambiental anaerdbica y 7 de ellas
presentaron defectos para la invasion de células epiteliales HEp-2. En todos los casos, el
indice de invasién fue menor al 50 % del de la cepa control S. fyphi phoN (TYT1415),
demostrando que en general, las proteinas de superficie o extracelulares de S, typhi
tienen un importante papel en el contacto e invasion de las células epiteliales. Sin
embargo, no se puede descartar la posibilidad de que la insercion del transposon
TnphoA, origine una mutacion polar (Leclerc y col., 1998), que afecte indirectamente la
expresion de proteinas involucradas en invasion. También se ha informado de la
existencia de fenotipos defectuosos en adherencia e invasién en S, typhi, que estarfan
relacionados con un efecto tdxico, no. especifico, debido a la expresiéon de una fusion
PhoA" activa, lo que podria estar bloqueando Ia via de exportacién de otras proteinas
necesarias para la invasion (Leclerc y col., 1998).

Mas ain, el andlisis de la composicion de las proteinas de la ME de las mutantes
defectuosas en invasion, en geles unidimensionales tefiidos con azul de Coomassie,
permiti6 detectar sélo dos mutantes (TYT1979 y TYT1981) con un perfil de proteinas
alterado. Esto podria significar que este método de analisis de proteinas no es lo
suficientemente sensible y que sélo detecta cambios en proteinas que se expresan en
forma abundante en la ME. Sorprendentemente, la mutante TYT1979, mostr6 la
ausencia de una proteina de alrededor de 100 kDa en anaerobiosis, al parecer
correspondiente a Aipl. No obstante, la falta de Aipl en esta cepa no afectd otras
proteinas de la ME, como se observo en la mutante S, typhi TYT2006. Pero si disminuyé

drasticamente el fenotipo invasor de la bacteria, la cual mostré un indice de invasion de
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14 %. La mutante TYT1981, que no presenté actividad de fosfatasa alcalina en
anaerobiosis, se introdujo como control en estos ensayos, para ver el efecto de una
mutacion que afectaba completamente la induccién de genes anaerobicos (posiblemente
en un gen regulador) con respecto a otras, donde hay induccién de ellos. En este caso, el
perfil de proteinas de la ME de S. fyphi TYT1981 cultivada en aerobiosis se mostrd igual
al de la cepa crecida en anaerobiosis, donde claramente no se observé la fuerte induccion
de las proteinas de 100, 80 y 46 kDa en anaerobiosis, asi como tampoco la expresion de
OmpF en aerobiosis. Esta mutante al parecer porta una mutacién en un gen regulado por
anaerobiosis, ya que su ausencia afecta la induccién de ciertas proteinas de la ME en
anaerobiosis. Por otro lado, también disminuye significativamente el fenotipo invasor de
¢sta, alcanzando sélo un 4 % del de la cepa parental. Este resultado, contribuye con
importante evidencia a nuestra hipétesis, de que la potenciacion del fenotipo invasor de
S. typhi en anaerobiosis se debe a la induccion de ciertas proteinas de la ME.

La obtencién de la mutante TYT1979 como de la TYT1981, proveen de una
importante herramienta de estudio, que junto a la mutante TYT2006, pemmitiran
continuar con esta linea de investigacién, con el objeto de establecer el papel de Aipl en
la ME, su regulacién en anaerobiosis y su funcién en el mecanismo molecular de
invasion de células HEp-2 en cultivo.

Es importante enfatizar que ninguna linea de células en cultivo reproduce el
medio ambiente natural que encuentra la bacteria durante la interaccién con su
hospedero. Sin embargo, han resultado muy utiles para identificar factores tanto
bacterianos como celulares implicados en estapas clave de la infeccion (Galan, 1996,

Bliska ycol., 1993; Isberg y Van Nhieu, 1994).
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Este trabajo contribuye al entendimiento de los mecanismos moleculares
involucrados en la patogenicidad de S. fyphi. En general, todos los progresos alcanzados
en ¢l conocimiento de los mecanismos de patogenicidad de S, fyphi han estado siempre
vinculados a los estudios y descubrimientos hechos en S. typhimurium, debido
principalmente a lo limitado de las herramientas genéticas disponibles y a la falta de un
animal-modelo adecuado de estudio. Asi, la relacion S, fyphimurium-ratén ha sido el
modelo tradicional de trabajo para el entendimiento de l1a relacién S, typhi-hombre. Sin
embargo, en vez de las obvias similitudes aparentes entre ambas enfermedades (fiebre
tifoidea), muchos mecanismos a nivel molecular y celular que ahora se conocen, apuntan
aque S. fyphi y S. typhimurium llevan a cabo la infeccion de su hospedero de diferentes
maneras. Por ¢jemplo, S. H;phi no posee un plasmidio que contenga genes involucrados
en virulencia como lo tiene S. gphimurium, ni tampoco posee genes similares a ellos
presentes en su cromosoma. Mas aiin, la transformacién de S. fyphi con el plasmidio
virulento de S. dublin, no produjo transformantes virulentas para ¢l ratén (Roudier y col.,
1990). Otras diferencias, potencialmente importantes, han sido descritas a nivel del
orden de los genes cromosomales de S. typhimurium y S. pphi. En S. typhi hay
inversiones y transposiciones en los siete segmentos de DNA existentes entre los siete
operones rrn para RNA. Ademds, existen al menos tres inserciones, una de 118 kbp. De
acuerdo a los autores, estos rearreglos cromosomales detectados en S, typhi Ty2 y
algunas cepas silvestres, tienen un rol en virulencia (Liu y Sanderson, 1995). Por otra
parte, no se ha detectado rearreglos ligados a los genes rrn en cepas silvestres de S.

typhimurium (Liu y Sanderson, 1995).
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Los resultados obtenidos de este trabajo de tesis, nuevamente apuntan a que S.
typhi 'y S. typhimurium, poseen mecanismos de patogenicidad diferentes, donde
claramente la mutacion de Aipl en S. fyphi, no tuvo el mismo impacto que Ia
inactivacion de AdhE en S. fyphimurium. Es posible que Aipl, tenga que ver con el alto
grado de adaptacion de S. fyphi a su tnico hospedero natural conocido, el hombre. Sin
lugar a duda, este aporte al conocimiento de los mecanismos empleados por esta bacteria
para producir enfermedad, permitira en un futuro préximo desarrollar estrategias mas

eficientes de control y prevencion de la fiebre tifoidea.
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7. CONCLUSIONES

1) En anaerobiosis se inducen algunas proteinas de la ME de S, typhi Ty2, ellas
son: Aipl, Flagelina, porina MalL y porina PhoE.

2) Aipl presenta similitud con a alcohol deshidrogenasa AdhE de E. coli y S.

typhimurium. Constituyéndose en la primera proteina de este tipo descrita en S. typhi.

3) Aipl es insoluble en Triton X-100, se encuentra en la fraccién de ME de S.
typhi y al parecer cumple un rol estructural o regulatorio sobre otras proteinas de la

membrana.

4) Aipl es necesaria para la invasién de células epiteliales HEp-2 en cultivo.

5) Aipl de S. typhi y AGhE de S. typhimurium no cumplen la misma funcién, ya
que la mutacién de estas proteinas “similes” no tiene el mismo efecto sobre el fenotipo

de cada cepa.

6) La proteina de 20 kDa no mostro similitud con otras proteinas bacterianas

descritas a la fecha, lo que sugiere quiza la deteccién de una proteina especifica de S.

typhi.

7) S. typhi mutantes en otras proteinas de superficie, reguladas por anaerobiosis,

tambieén presentan defectos para la invasion de células epiteliales HEp-2 en cultivo.




160

8. BIBLIOGRAFIA

Altmeyer, R., Mc Nera, J., Bossio, J., Rosenshine, J., Finlay, B., y Galan, J. (1993)
Cloning and molecular characterization of a gene involved in Sa/monella adherence and
invasion of cultured epithelial cells. Mol. Microbiol. 7: 89-98.

Altschul, S., T. Madden, A. Schaffer, J. Zhang, Z. Zhang, Miller, W. y Lipman, D.
(1997) Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs. Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402.

Altschul, S., Gish, W., Miller, W., Myers, E., y Lipman, D. (1990) Basic local alignment
search tool. J. Mol. Biol. 215: 403-410.

Arricau, N., Hermant, D., Waxin, H., Ecobichon, C., Duffey, P. S. y Popoff, M. Y.
(1998) The ResB-ResC regulatory system of Salmonella typhi differentially modulates
the expresion of invasion proteins, flagellin and Vi antigen in response to osmolarity.
Mol. Microbiol, 29(3):835-850.

Ausubel, F.M., Brent, R, Kingston, R. E., Moore, D. D., Seidman, . G., Smith, J. Ay
Struhl, K. (1992) Short protocols in Molecular Biology. 2nd ed. John Wiley & Sons,
Inc., New York, N.Y.

Bajaj, V., Hwang, C., y Lee, C.A. (1995) AilA is a novel ompR/toxR family member that
activates the expression of Salmonella typhimurium invasion genes. Mol. Microbiol.
18:715-727.

Bajaj, V., Lucas, RL., Hwang, C, y Lee, C.A. (1996) Co-ordinate regulation of
Salmonella typhimurium genes by environmental and regulatory factors is mediated by
control of hilA expression. Mol. Microbiol. 22(4):703-714.

Baker, S., C. Daniels, y R. Morona. (1997) Phop/Q regulated genes in Salmonella typhi:
identification of mellitin sensitive mutants. Microb. Pathogen. 22: 165-179.

Baker, S. J,, Gunn, J. 8., y Morona, R. (1999) The Salmonella typhi melittin resistance
gene pagB affects intracellular growth in PMA-differentiated U937 cells, polymyxin B
resistance and lipopolysaccharide. Microbiol. 145:367-378.

Bauer, K., Benz, R., Brass, J., y Boos, W. (1985) Salmonella typhimurium contains an
anion-selective outer membrane porin induced by phosphate starvation, J. Bacteriol.
161(2):813-816.

Baumler, AJ., Kusters, J.G., Stojilkovic, L, y Heffron, F. (1994) Salmoneila
typhimurium loci involved in survival within macrophages. Infect. Immun. 62(5):1623-
1630.




161

Baumler, A. J. (1997) The record of horizontal gene transfer in Sa/monella. Trends
Microbiol. 5(8):318-322.

Behlau, I. y Miller, S. I (1993) A PhoP-repressed gene promotes Salmonella
typhimurium invasion of epithelial cells. J. Bacteriol. 175:4475-4484,

Bimboim, H.C., y Doly, J. (1979) A rapid alkaline extraction procedure for screening
recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Res. 7:1513-1523.

Blanc-Potard, A., y Groisman, E. (1997) The Salmonella selC locus contains a
pathogenicity island mediating intramacrophage survival. EMBO J. 16: 5376-5385.

Bliska, J. B., Galan, J., y Falkow, S. (1993) Signal transduction in the mammalian cell
during bacterial attachment and entry. Cell 73: 903-920.

Bradbume, J. A., Godfrey, P., Choi, J. H., y Mathis, J. M. (1993) In vivo labeling of
Escherichia coli cell envelope proteins with N-Hydroxysuccinimide esters of Biotin.
Appl. Environ. Microbiol. 59(3):663-668.

Burchard, R. P., y Bloodgood, R. A. (1990) Surface proteins of the gliding bacterium
Cytophaga sp. Strain U67 and its mutants defective in adhesion and motility. J.
Bacteriol. 172(6):3379-3387.

Calva, E., y Puente, J. L. (1995) S. fyphi outer membrane proteins:their roles in typhoid
fever. South East J. Tropical Medicine and Public Health 26:138-144.

Clark, D., y Cronan, J. R. (1980) FEschcerichia coli mutants with altered control of
alcohol dehydrogenase and nitrate reductase. J. Bacteriol. 141(1):177-183.

Clark, C. y Gyles, C. (1986) Galactose epimerase mutants of Salmonella typhimurium as
live vaccines for calves. Can. J. Vet. Res. 50:165-173.

Collazo, C., y Galan, J.E. (1997) The invasion-associated type III system of Salmonella
typhimurium directs the translocation of Sips proteins into the host cell. Mol. Microbiol.
24: 747-756.

Contreras, 1. (1994) Efecto de la anacrobiosis sobre la capacidad de Salmonella typhi de
penetrar y proliferar en células humanas. Tesis de Doctorado. Facultad de Ciencias
Quinricas y Farmacéuticas. Universidad de Chile. Santiago, Chile.

Contreras, 1., Muiioz, L., Toro, C. S., y Mora, G.C. (19952). Heterologous expression of
Escherichia coli porin genes in Salmonella typhi Ty2: regulation by medium osmolarity,
temperature and oxygen availability. FEMS Microbiol. Lett. 133:105-111.




162

Contreras, 1, Obreque, V.H., Blanco, L.P., Toro, C.S, y Mora, G.C. (1995b)
Anaerobically induced Salmonella typhi genes are involved in entry to and proliferation
within human-derived cell lines. South East J. Tropical Medicine and Public Health
26:110-117.

Contreras, L, Toro, C. S., Troncoso, G., y Mora, G.C. (1997) Salmonella typhi mutants
defective in anaerobic respiration are impaired in their ability to replicate within
epithelial cells. Microbiol. 143:2665-2672.

Cornelis, G., Sluiters, C., Lambert de Rouvroit, C., y Michiels, T. (1989a) Homology
between VirF, the transcriptional activator of Yersinia virulence regulon and AraC, the
Escherichia coli arabinose operon regulator. J. Bacteriol. 171:254-262.

Cornelis, G., Biot, T., Lambert de Rouvroit, C., Michiels, T., Mulder, B., y col. (1989b)
The Yersinia yop regulon. Mol. Microbiol. 3: 1455-1459.

Elsinghorst, E., Baron, L., y Kopecko, D. (1989) Penetration of human intestinal
epithelial cells by Salmonella: molecular cloning and expression of Salmonella typhi
invasion determinants in Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:5173-5177.

Ernst, R.K., Dombroski, D.M., y Merrick, J.M. (1990) Anaerobiosis, type I fimbriae and
growth phase are factors that affect invasion of HEp-2 cells by Salmonella typhimurium.
Infect. Immun. 58:2014-2016.

Fields, P.I, Swanson, R.V., Haidaris, C.G., y Heffron, F. (1986) Mutants of Salmonella
typhimurium that cannot survive within the macrophage are avirulent. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 83:5189-5193.

Finlay, B. B., Stammbach M. N. y Francis C. L. (1988) Identification and characterization
of Tnpho4 mutants of Salmonella that are unable to pass through a polarized MDCK
epithelilal cell monolayer. Mol. Microbiol. 2:757-766.

Finlay, B. y Falkow, S. (1989) Salmonella as an intracellular parasite. Mol. Microbiol. 3
1833-1841.

Furman, M., Fica, A, Saxena, M., Di Fabio, J. L., y Cabello, F. C. (1994) Salmonella
typhi iron uptake mutants are attenuated in mice. Infect. Immun. 62(9): 4091-4094,

Galén, J.E. (1996) MicroReview: Molecular genetic bases of Salmonella entry into host
cells. Mol. Microbiol. 20(2):263-271.

Galan, J. E., y Curtiss III, R. (1989) Cloning and molecular characterization of genes
whose products allow Salmonella typhimurium to penetrate tissue culture cells. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86: 6383-6387.




163

Galén, J. E.,, y Curtiss III, R. (1990) Expression of Salmonella typhimurium genes
required for invasion is regulated by changes in DNA supercoiling. Infect. Immun. 58:
1879-1885.

Galan, J. E., y Curtiss III, R. (1991) Distribution of inv4, -B, -C, and -D, genes of
Salmonella typhimurium among other Salmonella serovars: inv4A mutants of Salmonella
typhi are deficient for entry into mammalian cells. Infect. Immun. 59: 2901-2908.

Garcia del Portillo, F., y Finlay, B. (1994) Salmonella invasion of nonphagocytic cells
induces formation of macropinosomes in the host cell. Infect. Immun. 62: 4641-4645.

Giannella, R. A., Washington, O., Gemski, P., y Formal, S. B. (1973) Invasion of HeLa
cells by Salmonella typhimurium. A model for study invasiveness of Salmonella. J. Inf,
Dis. 128:69-75.

Gennis, R. B., y Stewart, V. (1996) Energy production. Respiration. In Escherichia coli
and Salmonella typhimurium, Cellular and Molecular Biology, 2™ edn, pag, 217-261.
Editada por F. C. Neidhardt. Washington, DC: American Society for Microbiology.

Ginocchio, C., Olmsted, S.B., Wells, C.L., y Galan, J.E. (1994) Contact with epithelial
cells induces the formation of surface appendages on Salmonella typhimurium. Cell
76:717-724.

Ginocchio, C., Pace, J. y Galan, J. (1992) Identification and molecular characterization
of a Salmonella typhimurium gene involved in triggering the internalization of
Salmonellae into cultured epithelial cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5976-5980.

Goodlove, F. E., Cunningham, P. R., Parker, J., y Clark, D. P. (1989) Cloning and
sequence analysis of the fermentative alcohol-dehydrogenase-encoding gene of
Escherichia coli. Gene 85:209-214.

Groisman, E., y Ochman, H. (1994) How to become a pathogen. Trends Microbiol. 2:
289-293,

Hacker, J., Blum-Oehler, G., Mulhdorfer, L., y Tschape, H. (1997) Pathogenicity islands
of virulent bacteria: structure and impact on microbial evolution. Mol. Microbiol. 23
1089-1097.

Heithoff, D., Conner, C., Hanna, P, Julio, S., Hentschel, U., y Mahan, M. (1997)
Bacterial infection as assessed by in vivo gene expression. Proc. Natl, Acad. Sci. USA
94: 934-939,

Hermant, D., Ménard, R., Arricau, N., Parsot, C., y Popoff, M. Y. (1995) Functional
conservation of the Salmonella and Shigella effectors of entry into epithelial cells. Mol.
Microbiol. 17(4):781-789.




164

Hochstrasser, D. F., Harrington, M. G., Hochstrasser, A-C., Miller, M. J., y Memil, C. R.
(1988) Methods for increasing the resolution of two-dimensional protein electrophoresis.
Anal. Biochem. 173:424-435.

Hone, D., Attridge, S., Forrest, B., Morona, R., Daniels, D., Labrooy, J,, Chiron, R,
Bartholomeusz, A., Skearman, D., y Hacket, J. (1988) A galE via (Vi antigen-negative)
mutant of Saimonella typhi Ty2 tetains virulence in humans. Infect. Immun. 56: 1326-
1333.

Hong, K. H. y Miller, V. L. (1998) Identification of a novel Salmonella invasion locus
homologous to Shigelia ipgDE. I. Bacteriol. 180(7):1793-1802.

Hudson, C. y Hay, F. C. (1980) Antisera. En: “Practical Immunology”. 2° Edicién.
Blackwell Scientific Publications. pp8.

Isberg, R., y Falkow, S. (1985) A singie genetic locus encoded by Yersinia
pseudotuberculosis permits invasion of cultured animal cells by Escherichia coli K-12.
Nature 317:262-264.

Isberg, R., Voorhis, D., y Falkow, S. (1987) Identification of invasin: a protein that
allows enteric bacteria to penefrate culture mammalian cells. Cell 50: 769-778.

Isberg, R. R., y Van Nhieu, G. T. (1994): Two mammalian cell internalization strategies
used by pathogenic bacteria. Ann. Rev. Genet. 27: 395-422.

Janssen, R., Verjans, G. M., Kusters, J. G., y Tommassen, J. (1995) Induction of the
phoF. promotor upon invasion of Salmonella typhimurium into eukaryotic cells. Microb,
Pathog. 19(4):193-201.

Johnston, C., Pegues, D. A, Hueck, C. J, Lee, C. A, y Miller, S. I (1996)
Transcriptional activation of Salmonella typhimurium invasion genes by a member of
the phosphorylated response-regulator superfamily. Mol. Microbiol. 22(4):715-727.

Jones, B. D., (1996). Salmonellosis: Host Immune Responses and Bacterial Virulence
Determinants. Annu. Rev. Immunol. 14:533-61.

Jones, BD., y Falkow, S. (1994) Identification and Characterization of a Salmonella
fyphimurium ‘Oxygen-Regulated Gene required for Bacterial Internalization. Infect.
Immun. 62(9):3745-3752.

Kaniga, K., Tucker, S., Trollinger, D., y Galan, J., (1995) Homologs of the Shigella
IpaB and IpaC invasins are required for Salmonella typhimurium entry cultured
epithelial cells. J. Bactetiol. 177: 3965-3971.

Kohbata, S., Yokoyama, Y. y Yabuuchi, E. (1986) Cytopathogenic effect of Salmonella
typhi GIFU 10007 on M cells of murine ileal Peyer’s patches in ligated ileal loops: an
ultrastructural study. Microbiol. Immunol. 30: 1225-1237.




165

Laemmili, V. K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head
of bacteriophage T4. Nature (London) 227:680-685.

Leclerc, G. 1., Tartera, C,, y Metcalf. E. (1998) Environmental regulation of Salmonella
typhi invasion-defective mutants. Infect. Immun. 66(2).682-691.

Lee, C. A, (1997) Type III secretion systems: machines to deliver bacterial proteins into
eukaryotic cells? Trends Microbiol. 5(4):148-156.

Lee, C. A, Jones, B. D., y Falkow, S. (1992) Identification of a Salmonella typhimurium
invasion locus by selection of hyperinvasive mutants. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:1847-1851.

Lee, C.A. v Falkow, S. (1990} The ability of Salmonella to enter mammalian cells is
affected by bacterial growth state. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:43044308.

Lee, K., y Shimkets, L. J. (1996) Suppression of a signaling defect during Myxococcus
xanthus development. J. Bacteriol. 178(4).977-984.

Leonardo, M.R., Cunningham, P.R., y Clark, D.P. (1993) Anaerobic regulation of the
adhE gene, encoding the fermentative alcohol dehydrogenase of Escherichia coli. J.
Bacteriol. 175(3):870-878.

Levine, M. M., Taylor, D. N., y Ferreccio, C. (1989) Typhoid vaccines come of age.
Pediatr. Infect. Dis. J. 8:374-381.

Lissner, C.R., Swanson, R. N,, y O’ Brien, A D. (1983) Genetic control of the innate
resistance of mice to Salmonella typhimurium: expression of the Ity gene in peritoneal
and splenic macrophages isolated ir vitro. J. Immunol. 131:3006-3013.

Liu, S-L, Ezaki, T., Miura, H., Matsui, K., y Yabuuchi, E. (1988) Intact motility as a
Salmonella typhi invasion-related factor. Infect. Immun. 56:1967-1973.

Liu, S-L. y Sanderson, K. E. {1995) Rearrangements in the genome of the bacterium
Salmonella typhi. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:1018-1022.

Lobos, S.R., y Mora, G.C. (1991) Alteration in the electrophoretic mobility of OmpC
due fo variations in the ammonium persulfate concentration in sodium dodecyl sulfate
polyacrilamide gel electrophoresis. Electrophoresis 12:448-450.

Lorowitz, W., y Clark, D. (1982) Escherichia coli with temperature-sensitive alcohol
dehydrogenase. J. Bacteriol. 152(2):935-938.

Maloy, S. R. (1990 ) Experimental Techniques in Bacterial Genetics. Jones and Barlet
Publishers. Boston.




166

Maurelli, A. (1992) Shigella inside and out: lifestyless of the invasive and disenteric.
ASM 58: 603-608.

Maurelli, A., y Sansonetti, P. (1988) Identification of chromosomal gene controlling
temperature regulated expression the Shigella virulence. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:
2820-2824.

Manoil, C., y Beckwith, J. (1985) TnphoA, a transposon probe for protein export signals.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:8129-8133.

Meyer, JEW., Hofnung, M., y Schulz, G. E. (1997) Structure of maltoporin from
Salmonella typhimurium ligated with a nitrophenyl-maltotrioside. J. Mol. Biol. 266.761-
775.

Mekalanos, J.J. (1992) Environmental signals controlling expression of virulence
determinants in Bacteria. J. Bacteriol. 174:1-7.

Michiels, T., Wattiau, P., Brasseur, R., Ruysschaert, J-M., y Comelis, G. (1990)
Secretion of Yop proteins by Yersiniae. Infect. Immun. 58(9):2840-2849,

Miller, V. y Falkow, S. (1988) Evidence for two loct genetic from Yersinia
enterocolitica that can promote invasion of epithelial cells. Infect. Immun. 56:1242-
1248,

Milier, V. L., y Mekalanos, J. J. (1988) A novel suicide vector and its use in construction
of insertion mutations: Osmoregulationn of outer membrane proteins and virulence
determinants in Vibrio cholerae requires foxR. J. Bacteriol. 170(6):2575-25383.

Miller, S., Kukral, A., y Mekalanos, J. (1991) A two-component regulatory system
(phoP/phoQ) controls Salmonella typhimurium virulence. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86: 5054-5058.

Mills, S.D. y Finlay, B.B. (1994) Comparison of Salmonela typhi and Salmonella
typhimurium invasion, intracellular growth and localization in cultured human epithelial
cells. Microb. Pathog. 17: 409-423.

Mroczenski-Wildey, M., Di Fabio, J., y Cabello, F. (1989) Invasion and lysis of HeLa
cell monolayers by Salmonella typhi: the role of lipopolysaccharide. Microb. Pathog. 6:
143-152.

Nikaido, H. (1994) Isolation of outer membranes. Methods Enzymology 235:225-252.
Nomura, S., Masuda, K., vy Kawata, T. (1989) Comparative characterization of

Spirosomes isolated from Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum, and
Lactobacillus buchneri. Microbiol, Immunol. 33(1):23-34.




167

O’Callaghan, D., y Charbit, A. (1990) High efficiency transformation of Salmonella
typhimurium and Saimonella typhi by electroporation, Mol. Gen. Genet. 223:156-158.

O’Connor, D. C., Farris, M., Fowler, R., y Qi, S-Y. (1997). The proteome of Salmonella
enterica serovar Typhimurium: Current progress on its determination and some
applications. Eiectrophoresis 18:1438-1490.

O’Farrell, P.H. (1975) High Resolution Two-Dimensional Electrophoresis of Proteins. J.
Biol. Chem. 250(10).4007-4021.

Pace, J., Hayman, J., y Galan, J. (1993) Signal transduction and invasion of epithelial
cells by Salmonelila. typhimurium. Cell 72: 505-314

Pang, T. (1998) Genetic dynamics of Salmonella typhi-diversity in clonality. Trends
Microbiol. 6(9):339-342.

Pegues, D.A., Hantman, M.J., Behlay, 1., y Miller, 8.1 (1995) PhoP/PhoQ transcriptional
repression of Salmonella typhimurium invasion genes: evidence for a role in protein
secretion, Mol. Microbiol. 17(1):169-181.

Penheiter, K.L., Mathur, N., Giles, D., Fahlen, T., y Jones, B.D. (1997) Non-invasive
Salmonella typhimurium mutants are avirulent because of an inability to enter and
destroy M cells of ileal Peyer’s patches. Mol. Microbiol. 24(4):697-709.

Peterson, P. K., y Quie, P. G. (1981) Bacterial surface components and the pathogenesis
of infectious diseases. Ann. Rev. Med. 32: 29-43,

Pluskal, M. G., Przekop, M. B., y Kavonian, M. R. (1986) Immobilon™ PVDF transfer
membrane: A new membrane substrate for Western blotting of proteins. BioTechniques
4(3):272-283.

Pulkkinen, W. S., y Miller, S. L (1991): A Salmonella typhimurium virulence protein is
similar to Yersinia enterocolitica invasion protein and a bacteriophage lambda outer
membrane protein. J. Bacteriol. 173:86-93.

Qi, S.-Y.,, Moir, A., y O’Connor, D. (1996) Proteome of Salmonella typhimurium
SL1344: Identification of novel abundant cell envelope proteins and assignment to two-
dimensional reference map. J. Bacteriol. 178(16):5032-5038,

Reed, K. A, Clark, M. A., Booth, T. A, Hueck, C. J., Miller, S. I, Hirst, B. H. y Jepson,
M. A. (1998) Celi-contact-stimulated formation of filamentous appendages by
Salmonella typhimurium does not depend on the type III secretion system encoded by
Salmonella pathogenicity island 1. Infect. Immun. 66(5):2007-2017.

Reed, L. I, y Muench, H. (1938) A simple method of estimating fifty per cent
endpoints. A. Hyg. 27(3):493-497.




168

Roudier, C., Krause, M., Fierer, J., y Guiney, D. (1990) Correlation between the
presence of sequences homologous to the vir region of Salmonella dublin plasmid
pSDL2 and the virulence of twenty-two Salmonella serotypes in mice. Infect. Immun.
58: 1180-1185.

Salyers, A. A. y Whitt, D. D. (1994) Bacterial Pathogenesis. A molecular approach. 1*
ed. ASM Press, Washington, D. C.

Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. (1989) Molecular cloning: A laboratory
manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.

Sanderson, K. E., Hessel, A., y Rudd, K. E. (1995) Genetic map of Salmonella
typhimurium, edition VIIL. Microbiol. Rev. 59(2):241-303.

Schiemann, D.A., v Shope, S.R. (1991) Anaerobic growth of Salmonella typhimurium
résults in increased uptake by Henle 407 epithelial and mouse peritoneal cells in vitro
and repression of 2 major outer membrane protein. Infect. Immun. 59:437-440.

Schnaitman, C.A. (1971) Solubilization of the cytoplasmic membrane of Escherichia
coli by Triton X-100. J. Bacteriol. 108(1):545-552.

Selander, R. S., Beltran, P. y Smith, N. H. (1991) Evolutionary genetics of Salmonelia.
En: “Evolution at the molecular level”. Sinaner Associates. Sunderland. Massachusetts.
pp 25-27.

Shea, J. E., Hensel, M., Gleesson, C., y Holden, D. W. (1996) Identification of a
virulence locus encoding a second type III secretion system in Salmonella typhimurium.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:2593-2597.

Slauch, J., Taylor, R. y Maloy, S. (1997) Survival in a ¢ruel world: how Vibrio cholerae
and S. typhimurium respond to an unwilling host. Genes & Development 11: 1761-1774.

Spierings, G., Elders, R., van Lith, B., Hofstra, H.,, y Tommassen, J. (1992)
Characterization of the Salmonella typhiumurium phoE gene and development of
Salmonella-specific DNA probes. Gene 122:45-52.

Spiro, S., y Guest, J. (1991) Adaptative responses to oxygen limitation in Escherichia
coli. Trends Biochem. Sci. 16: 310-314.

Stojiljkovic, 1., Baumler, A. J., y Heffron, F. (1995) Ethanolamine utilization in
Salmonella typhimurium: Nucleotide sequence, protein expression and mutational
analysis of the cchd cchB ewtE eut] ewtG eutH gene cluster. J. Bacteriol. 177(5):1357-
1366.




169

Tartera, C., y Metcalf, E,S. (1993) Osmolarity and growth phase overlap in regulation of
Salmonella typhi adherence to and invasion of human intestinal cells. Infect. Immun.
61(7):3084-3089.

Toro, C. S., Mora, G. C., y Figueroa-Bossi, N. (1998a) Gene transfer between refated
bacteria by electro-transformation: Mapping Salmonella typhi genes in Salmonella
typhimurium. J. Bacteriol. 180:4752-4759.

Toro, C. 8. (1998b). Transferencia de genes entre bacterias relacionadas mediante
electrotransformacidén. Aplicacion en la caracterizacion genética de mutantes de
Salmonella typhi con defectos en la capacidad de invadir células epiteliales, Tesis de
Doctorado. Facultad de Ciencias. Universidad de Chile. Santiago, Chile.

Towbin, H. T. S., y Godpon, J. (1979) Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: Procedure and some applications. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 76:4350-4354.

Wood, M., Rosqvist, R., Mullan, P., Edwards, M., y Galyov, E. (1996) SopE, a secreted
protein of Salmonella dublin, is translocated into the target eukaryotic cell via a sip-
dependent mechanism and promotes bacterial entry. Mol. Microbiol. 22: 327-338.

Wood, M. W, Jones, M, A, Watson, P. R., Hedges, S., Wallis, T. S., vy Galyov, E.
(1998) 1Identification of a pathogenicity island required for Salmonella
enteropathogenicity. Mol. Microbiol. 29(3):883-891.

Wong, K-K., Mc Clelland, M., Stillwell, L. C., Sisk, E. C., Thurston, S. J., y Saffer, J. D.
(1998) Identification and sequence analysis of a 27-kilobase chromosomal fragment
containing a Salmonella pathogenicity island located at 92 minutes on the chromosome
map of Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2. Infect. Immun. 66: 3365-3371.

Yamato, M., Takahashi, Y., Tomotake, H., Ota, F., Hirofa, K., y Yamaguchi, K. (1994)
Monoclonal antibodies to Spirosin of Yersinia enterocolitia and analysis of the
localization of spirosome by use of them. Microbiol. Immunol. 38(3):177-182.

Yamato, M., Hayashi, M., Shiomoto, Y., y Ota, F. (1997) Quantitation by enzyme
immunoassay of spirosin from Lactobacillus reuteri and Escherichia coli. Microbiol.
Res. 152(1):87-92.

Zahrt, T.C., Mora, G. C., y Maloy, S. (1994) Inactivation of mismatch repair overcomes
the barrier to transduction between Salmonella typhimurium and Salmonella typhi. 3.
Bacteriol. 176:1527-1529.

Zhou, D., Mooseker, M. S, y Galan, J. E. (1999) Role of the S. fyphimurizm actin-
binding protein SipA in bacterial internalization. Science 283:2092-2095.




170

Zierler, M., y Galén, LE. (1995) Contact with cultured epithelial cells induces the
secretion of the Salmonella typhimurium invasion protein InvJ. Infect. Immun. 63:4024-
4028.




