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Resumen

Salmonella typhi es el agente causal de la fiebre tifoidea, cuyo tnico hospedero
natural conocido es el hombre. Se caracteriza por su capacidad atravesar la barrera
epitelial a nivel del intestino delgado, invadir las células epiteliales, sobrevivir y
propagarse en macréfagos. La capacidad de S. #phi de invadir o penetrar a las células
epiteliales estaria inducida por las condiciones ambientales que prevalecen durante el
contacto entre ambas. Una de las condiciones que la bacteria encuentra durante este
contacto es la baja disponibilidad de oxigeno, por lo cual se espera que genes cuya
expresion sea regulada en anaerobiosis contribuyan, directa o indirectamente, en la
capacidad de S. #yphi de penetrar o invadir células epiteliales. Para comprobar esta
hipétesis, se aislaron mutantes de S. fyphi en genes inducidos en anaerobiosis y luego se
seleccionaron aquellas que presentaron defectos en la capacidad de invadir células

epiteliales HEp-2 respecto a la cepa silvestre.

El analisis genético de S. #yphi y mas ain, la caracterizacién de una mutacion
aislada en S. pphi, es dificil de realizar, en particular, debido a la falta de fagos
transductores. Este problema fue obviado transfiriendo la mutacion desde S. fyphi a la
region homologa en el cromosoma de S. fyphimurium, bacteria para la cual se han
desarrollado eficientes herramientas genéticas que permiten mapear, secuenciar y clonar.

El método consiste en electrotransformar cepas de S. fyphimurium defectuosas en la

actividad Exonucleasa V, en la enzima MutS (complejo de reparacion “mismatch™) y en
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el sistema de restriccion Asd, usando DNA cromosomal de las mutantes de S. syphi. La
transferencia es mediada por eventos de recombinacion homoéloga que permiten

reemplazar un segmento del DNA de S. #yphimurium con la region homologa de S. typhi.

Este procedimiento fue inicialmente utilizado en el analisis de varias inserciones
de MudJ independientes aisladas en S. fyphi que se transfirieron a S. fyphimurium y
fueron mapeadas respecto al cromosoma de S. yyphimurium, usando el sistema MudP22.
En principio, este método podria aplicarse a cualquier regién del cromosoma de S. fphi
si existe un marcador facil de seleccionar en el gen de interés. Ademas, este
procedimiento permite movilizar una mutacion desde una mutante de S. fyphi a la cepa

silvestre, concretando el “backcross” en S, Hphi.

Usando esta estrategia se analizaron algunas mutantes de S. fyphi inducidas en
anaerobisis que presentaban defectos en el fenotipo invasor a células epiteliales in vifro.
Se transfirié la mutacion a S. fyphimurium, para identificar y caracterizar los genes
involucrados en este fenotipo. Se logrd mapear 4 mutantes: NN19, JJ3, DD46 y C17, 3 ‘
de las cuales presentaban ademas un fenotipo resistente a clorato, relacionado a defectos
en el metabolismo anaerdbico del nitrato. Una de ellas, la cepa NN19, posee una
inserciébn MudJ ubicada en la regién del minuto 17 al minuto 19 del mapa de S.
typhimurium y de acuerdo al fenotipo que presenta podria estar en el gen modC, que se
relaciona a la captura de molibdeno, un importante cofactor de la enzima nitrato
reductasa. La mutante JJ3 también presento la insercién MudJ entre el minuto 17 y el 19,
pero presenté un fenotipo distinto, lo que permite sugerir que la insercion estd en el gen

homodlogo a moad, que también esta involucrado en el metabolismo del Molibdeno.
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La mutacion de la cepa DD46 fue localizada en la region del minuto 67 al minuto
69 de S. yyphimurium. Fue posible secuenciar las regiones adyacentes a la insercion
MudJ, luego de reemplazar este marcador por los derivados MudP y MudQ. Los
resultados de esta secuenciacion sugieren que la insercion MudJ esté localizada en el gen
homdlogo a uxaC de E. coli. Este gen esta involucrade en el metabolismo de los

glucuronatos y galacturonatos.

La cepa C17 presentd la insercidn MudJ entre el minuto 91 y 93. La secuencia
obtenida a partir de un derivado MudP mostro gran similitud con el gen fdhF de E. coli,
que estd localizado en el minuto 92 de E. coli y de S. typhimurium, sugiriendo que éste
es el gen interrumpido por MudJ en la cepa C17. Estudios de regulacién del gen en S.
typhi y S. typhimurium revelaron diferencias que podrian reflejar una expresion distinta

durante la adaptacién al metabolismo anaerdbico, y que podria tener efectos en la

capacidad de invadir células epiteliales.
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ABSTRACT

Salmonella typhi is the only Salmonella serovar that grows exclusively in
humans and causes typhoid enteric fever. It is characterized by its ability to cross the
mucosa of the distal ileum, as well as to survive and propagate inside human
macrophage. The capacity of Salmonella to invade or enter into the epithelial cells is
probably controlled by environmental conditions that prevail in the small intestine.
Considering that one of the characteristic conditions in the small intestine is the low
availability of oxygen, we propose that genes whose expression is regulated by the
anaerobiosis contribute, direct or indirectly, to the capacity of S. #phi to penetrate or
invade epithelial cells. To test this hypothesis, we selected mutants that presented
defects in the capacity to invade HEp-2 epithelial cells among those strains

anaerobically induced.

The genetic analysis of S. #yphi and characterization of S. fyphi mutants are
difficult to carry out, in particular, due to the lack of generalized transducing phages.
This problem was partially circumvented by transferring the region of interest into the
homologous chromosomal region of closely related Salmonella typhimurium, where a
variety of convenient mapping tools are available. Transfer involves electrotransforming
S. typhimurium cells defective in Exonuclease V activity, the mismatch repair enzyme

MutS, and the restriction system Asd with mildly sheared S. #yphi chromosomal DNA.

Recombination events, replacing a given segment of the S. #yphimurium chromosome
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with the homologous region from S. typhi can then be isolated by the appropriate

selection,

We have applied this procedure to the analysis of several independent MudJ
insertions, initially isolated in S. typhi, that were moved to S. #yphimurium and mapped
using the "locked-in" MudP22 system. This method could be applied to any region of
the S. fyphi chromosome where a selectabie marker in a gene of interest is available.
Furthermore, this procedure also allows mobilization of a mutation from one genetic

background into another S. fyphi strains.

Using this method, we characterized four strains induced in anaerobiosis and
impaired in the invasion of epithelial cells in vifro. The MudJ insertions of four mutants,
NN19, JJ3, DD46 and C17, were transferred to S. #yphimurium and mapped. Three of
these mutants were also chlorate resistant. This phenotype was related to the failure of
the anaerobic metabolism of nitrate. In the strain NN19, MudJ was located between
minutes 17 to 19 of the S. #phimurium map. According to the phenotype of this strain,
we can suggest that modC homologous gene is mutated in strain NN19. This gene is
related to molibdenum uptake, an important cofactor of the nitrate reductase. The mutant
1J13 also contained the MudlJ insertion between minutes 17 and 19, suggesting that the
insert could be in the homologous gene to moad, which is also involved in the

metabolism of the molibdenum:.

The MudJ insertion of the strain DD46 was located between minutes 67-69 of the

S. typhimurium. 1t was possible to sequence the flanking regions of MudJ, after
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replacing this marker for MudP and MudQ. The results of this sequence suggest that the
mutated gene is the homolog of E. coli uxaC gene. This gene is involved in the

glucuronates and galacturonates metabolism.

The strain C17 harbored the MudJ insertion between minutes 91-93. The
sequence obtained from a MudP lysate from a C17 derivative strain showed homology
with the fdhF gene of E. coli. This gene is located at minute 92 of E. coli and S.
typhimurium chromosomes, suggesting that this is the gene interrupted by MudJ in the
strain C17. Regulation of this gene appears to be different in S. #phi and S.

typhimurium. This perhaps reflects an adaptation to anaerobic metabolism in the case of

S. yphi.



INTRODUCCION

El género Salmonella comprende mas de 2.200 serovares distintos, algunos de
los cuales pueden infectar un amplio rango de hospedero. S. enferitidis, por ejemplo, es
capaz de infectar un gran niimero de aves y mamiferos, incluyendo el hombre, causando
una variedad de sintomas dependiendo del hospedero. Otros, en cambio, son altamente
adaptados a un hospedero especifico, como es el caso de S. gallinarum que infecta sélo a
aves, o S. typhi, que es el inico serovar conocido que infecta exclusivamente al hombre,

produciendo la fiebre tifoidea (Collins, 1974).

Atin cuando la incidencia de Ia fiebre tifoidea tiende a disminuir, se ha estimado
que anualmente se presentan 16,6 millones de casos de fiebre tifoidea, y
aproximadamente 600.000 muertes en el mundo (Pang y col., 1995). Conociendo Ia real
dimensidn del problema de salud publica que representa esta enfermedad, en general, en
los paises en vias de desarrollo, se hace imprescindible implementar nuevas estrategias
de prevencion y control. Estas estrategias deben estar dirigidas a mejorar las condiciones
sanitarias y tratamientos de agua y por otra parte a desarrollar vacunas con mayor
eficacia que las disefiadas hasta ahora (Dougan y col., 1987; Pang y col., 1995). Por esta

razon, es necesario estudiar las bases moleculares de los mecanismos de patogenicidad

de S. typhi, cuya comprensién permitira abordar el problema desde nuevas'perspectivas.




S. byphi inicia su ciclo infectivo en el hombre al ser ingerida en alimentos y aguas
contaminadas. Luego de sobrevivir a los mecanismos de defensa presentes en el tracto
digestivo, la bacteria atraviesa la barrera intestinal a nivel del ileo, para llegar al tejido
linfoide subyacente. Desde alli las bacterias son fagocitadas y transportadas dentro de
los macrofagos hacia los nodulos linféticos mesentéricos, donde se multiplican y se
diseminan al torrente sanguineo, desencadenando asi la fiebre tifoidea. Una ultima fase
del ciclo se llevaria cabo solo en algunos individuos y consiste en el asentamiento de la
bacteria en o6rganos como la vesicula biliar, lo cual conduce al estado de portador

cronico (Takeuchi, 1967; Finlay y Falkow, 1989)

Aun cuando el ciclo infectivo de Salmonella parece bien caracterizado a nivel
fisiologico (Takeuchi, 1967, Francis y col, 1992), no se conocen en detalle los
mecanismos moleculares de este proceso. Entre las etapas claves del ciclo infectivo de S.
tphi y de otras Salmonellas, destacan la invasion de células epiteliales y la
sobrevivencia dentro de macrdfagos, que le permite a la bacteria diseminarse en el

sistema reticuloendotelial y permanecer en él.

La mayor parte de la informacion en relacion a los mecanismos de invasion a
células epiteliales y sobrevivencia en macréfagos murinos, ha sido derivada de ensayos
en cultivos celulares. En el modelo de S. #yphimurium-ratén se ha podido demostrar una
relacion directa entre la virulencia de la bacteria in vivo, con la capacidad de invadir
células epiteliales y sobrevivir en macrofagos in vifro, validando de esta forma la
importancia de estos eventos en la patogenicidad de la bacteria (Galan y Curtiss, 1989;

Biumler y col., 1994; Penheiter y col., 1997). El estudio de mutantes defectuosas en




estos procesos, ha permitido descifrar poco a poco los mecanismos por los cuales la

bacteria logra acceder al interior del hospedero y sobrevivir en él.

S. typhimurium atraviesa la barrera epitelial del intestino de ratén, desde la
superficie apical hacia el tejido subyacente, induciendo importantes cambios
morfologicos en el epitelio. Entre ellos se destaca la desaparicion de Ilas
microvellosidades en los puntos de contacto entre la bacteria y la célula eucariotica
(Clark y col., 1994; Jones y col., 1994; Penheitter y col., 1997). Cambios similares se
han registrado in vifro. El contacto de la bacteria con la célula eucaridtica es capaz de
inducir reordenamientos del citoesqueleto de la célula debido a polimerizacién de micro-
filamentos de actina, que conducen a movimientos ondulatorios denominados "ruffling"
y permiten finalmente englobar a la bacteria en vacuolas (Francis y col.,, 1992; 1993).
Estos eventos son acompafiados ademas por aumento de la concentracion intracelular de
Ca®™ y una captacién masiva de fluido extracelular o macropinocitosis. (Pace y col.,
1993; Garcia del Portillo y Finlay, 1994). Cada una de estas etapas es esencial para que
la bacteria sea internalizada; de hecho, mutantes de S. fphimurium defectuosas en
_ invasién fueron incapaces de inducir estos cambios en células epiteliales (Ginocchio y
col., 1992; Ginocchio y col., 1994; Garcia del Portillo y Finlay, 1994). La célula epitelial
cumple un rol activo en este proceso, ya que la interaccién de la bacteria con la célula a
4°C no culmina con la invasion de la bacteria, solo es posible detectar adherencia a la
célula. Ademas, al inhibir la polimerizacion de actina, usando citocalasinas, es posible

bloguear la internalizacidn de la bacteria (Finlay y Falkow, 1988).




Estudios del fenotipo invasor de S. &yphi a células epiteliales han mostrado que,
en lineas generales, este proceso es similar al caracterizado en S. typhimurium y otras
enterobacterias. Se destaca la capacidad de inducir “ruffling” en la célula epitelial, la
inhibicion de Ia entrada de la bacteria 2 la célula por accién de citocalasinas, la cinética
de entrada, aiin cuando la eficiencia de la invasién es menor para S. fyphi (Yabuuchi y

col., 1986; Mroczenski-Wildey y col., 1989; Mills y Finlay, 1994; Leclerc y col., 1998).

S. typhi también es capaz de invadir células M in vifro (Kohbata y col., 1986).
Las células M son células epiteliales especializadas (membranosas), que participan en la
transferencia de antigenos desde el lumen intestinal a los foliculos linfoides a los cuales
estan asociadas. Representan alrededor del 10% del total de células presentes en las
placas de Peyer (Owen y Jones, 1974). En el modelo de segmentos de ileo de ratén
ligado, se ha visto que S. #phi y S. typhimurium son capaces de asociarse preferen-
cialmente a las células M, pero s6lo S. fyphimurium seria capaz de destruir estas células
y producir un dafio importante en el epitelio; S. #phi produciria un dafio menor en las
células M sin alterar los enterocitos de la capa epitelial (Kohbata y col., 1986; Clark y

col., 1994; Jones y col., 1994; Pascopelia y col., 1995; Penheitter y col., 1997).

No obstante la similitud de proceso global, persisten diferencias entre S. fyphi y
S. typhimurium en los mecanismos de infeccion. Se ha demostrado in vifro que Ia
presencia del lipopolisacarido (LPS) intacto es necesaria para que S. fyphi pueda ser
internalizada por células HeLa (Mroczenski-Wildey y col., 1989). Sin embargo, se ha
probado que mutantes rugosas (con LPS defectivo) son tan virulentas como la cepa

silvestre y son capaces de producir la enfermedad en humanos (Hone y col., 1988). En




cambio, en S. fyphimurium se ha observado que mutantes rugosas por defectos en el gen
galE, que codifica para una enzima involucrada en la sintesis del LPS, son atenuadas

cuando son inoculadas en ratén o en ternero (Clarke y Gyles, 1986; Hone y col., 1987).

Usando mutantes por insercion de Tn5 se ha demostrado que la motilidad de la
bacteria afecta el fenotipo invasor en S.yphi, pero no en S. fyphimurium (Liu y col.,
1988). Por otro lado, 8. typhimurium requiere la presencia de un plasmidio para expresar
su potencial virulento, elemento que no esta presente en S. fyphi (Roudier y col., 1990).
El perfil de regulacion de algunos factores de virulencia dependientes de PhoP/PhoQ
aparece diferente entre ambas Salmonellas, (Baker y col, 1997), lo cual sugiere
respuestas adaptativas distintas frente a los mismos estimulos. Uno de los hallazgos mas
recientes indican que S. #yphi carece de uno de los genes codificados dentro de la isla de
patogenicidad de Salmonella, SPI 1, denominado avr4 por la homologia que presenta
con genes de avirulencia de fitopatégenos (Hardt y Galan, 1997). Este interesante
resultado sugiere la posibilidad que existan mecanismos comunes entre enterobacterias y
fitopatdgenos en relacion a la especificidad de hospedero, mecanismo que ain se

desconoce para S. Bphi.

Genética del proceso de invasion en Salmonella

La tendencia general de los primeros estudios de la genética de los procesos de

invasion y proliferacion intracelular de patégenos entéricos y especialmente de

Salmonella, se basaron en el clonamiento de genes capaces de conferir la capacidad




invasora a una cepa de E. coli no invasora. Esta estrategia file muy efectiva para Yersinia
pseudotuberculosis, ya que se cloné el locus inv, cuyo producto génico fue, por si solo,
capaz de conferir el fenotipo invasor a una cepa de F. coli no invasora (Isberg y Falkow,
1985). En Yersinia enterocolitica se descubrié un segundo locus denominado ail, que
codifica para una proteina de la membrana externa. Esta proteina, en conjunto con la
proteina Inv, serian responsables de conferir el fenotipo invasor a Yersinia enterocolitica

(Miller y Falkow, 1988).

Para S. #yphi en cambio, esta estrategia no resulté exitosa, ya que solo se logro
transferir parcialmente el fenotipo invasor a E. coli. Elsinghort y colaboradores aislaron
clones de E. coli que invadieron células epiteliales entre un 4 a un 7% respecto a lo
observado para S. fyphi (Elsinghort y col., 1989). Esto sugiere que la expresion de este
fenotipo en Salmonella es multifactorial. En este trabajo, se caracterizaron los
plasmidios que conferian el fenotipo invasor y seiogré identificar un locus denominado
inv. Este también estaba presente en S. fyphimurium, pero al ser transferido a E. coli no

logré modificar el fenotipo no invasor de la cepa.

Los primeros estudios genéticos del proceso de invasion en S. fyphimurium
consistieron en clonar genes provenientes de una cepa virulenta que complementaran a
una cepa no virulenta para el raton; de esta forma se logr6 ubicar un locus distinto al

|
descrito para S. fyphi, que también se llamé inv (Galan y Curtiss, 1989).

Otra estrategia ampliamente utilizada para comprender la genética del fenotipo

invasor, ha sido la caracterizacion de mutantes que carezcan de esta propiedad,




obtenidas por insercion de transposones como Tn/0, Tnphod, y derivados de Mu, que
inaptivan el gen en el cual se insertan. Galan y colaboradores utilizaron esta estrategia
para caracterizar el locus inv de S. fyphimurium. Ellos demostraron que este locus,
compuesto de al menos 13 genes, estd presente en la mayoria de los serotipos de
Salmonella, incluyendo S. fyphi (Galan y Curtiss III, 1991; Galan, 1996). Mas afn,
obtuvieron mutantes en distintos genes irnv que presentaron defectos en la capacidad de
invadir células epiteliales en cultivo, indicando que estos genes estan involucrados
funcionalmente en el fenotipo invasor. Demostraron ademéas que mutantes inv de S.
typhimurium son menos virulentas que la cepa silvestre en ratones cuando son
inoculadas oralmente, aumentando la dosis letal cincuenta (LDsg) en 2 a 3 drdenes de
magnitud (Galan y Curtiss , 1991). Cabe destacar, sin embargo, que estas mutantes son
igualmente virulentas que la cepa silvestre cuando son administradas por via
intraperitoneal (Galan y col., 1992). En §. yphimurium ya se han caracterizado seis loci
distintos implicados en el fenotipo invasor (Betts y Finlay, 1992). Un estudio similar
indicé que en S. enteritidis existen al menos nueve loci distintos, de los cuales uno
corresponde al locus /v descrito para S. fyphimurium (Stone y col., 1992). Estos
resultados sugieren la gran complejidad del proceso de invasién o entrada a las células

eucaribticas en Salmonella.

También se han obtenido mutantes de S. #yphi defectivas en invasién (Hermant y
col., 1995; Leclerc y col., 1998). La mayoria de las mutantes aisladas en estos trabajos
coincidieron en el aislamiento de genes homoélogos a algunos descritos en S.

typhimurium (Behlau y Miller, 1993; Kaniga y col., 1994, 1995).




En los Gltimos diez afios se ha logrado descifrar un gran niimero de genes
involucrados en el proceso de entrada de S. fyphimurium a células epiteliales. La
mayoria de los genes identificados estan agrupados en zonas especificas del cromosoma,
de gran tamafio, denominadas “islas de patogenicidad”, que probablemente han sido
adquiridas por transferencia horizontal, ya que presentan un contenido de G+C distinto
del promedio de la bacteria (Hacker y col., 1997). En S. fyphimurium se han definido
cuatro islas de patogenicidad, SPI, que estian presentes en aislados clinicos virulentos y
ausentes en las cepas no virulentas, participando directa o indirectamente en los eventos
de entrada de la bacteria a las células epiteliales y la sobrevida en el interior de los
macrofagos (Galan, 1996; Shea y col., 1996; Blanc-Potard y Groisman, 1997, Wong y
col., 1998). Tres de estas SPI han sido detectadas en S. fyphi (Ochman y Groisman,

1996, Wong y col., 1998).

La mayoria de los genes involucrados en el proceso de invasion a células
epiteliales, descritos hasta ahora, estan agrupados en la SPI 1. Esta es especifica para
Salmonella y se ubica en el minuto 63 del cromosoma de S. fyphimurium (Galan, 1996).
Gran parte de los genes presentes en la SPI 1, entre ellos el locus inv/spa, codifican para
genes estructurales y regulatorios de un nuevo sistema de secrecion, denominado tipo IIT
(Galan, 1996). Este aparato de secrecion permitiria exportar algunas proteinas,
codificadas también en este locus, a la superficie bacteriana de S. fyphimurium. Se ha
visto que este sistema de secrecién permitiria ademas translocar algunas proteinas
directamente al citoplasma de la célula epitelial (Collazo y col., 1995, Wood y col,,
1996; Collazo y Galan, 1997). No se ha establecido atn si las proteinas caracterizadas en

estos trabajos son los verdaderos efectores que inducirian la internalizacion de la




bacteria. El sistema de secrecion seria especifico para la secrecion de factores de
virulencia. Un andlisis de 1a secuencia de los genes que codifican para este aparato de
secrecion indican que existen sistemas semejantes en otros enteropatdgenos como
Shigella y Yersinia y también en fitopatogenos como Pseudomonas solanacearum y
Xanthomonas campestris y presentan ademas alta homologia con los genes involucrados

en el ensamblaje del flagelo de E. coli (Van Gijsegem y col., 1993).

La segunda SPI caracterizada en S. fyphimurium, SP1 2, fue descubierta mediante
seleccidon negativa de aquellas mutantes incapaces de sobrevivir en el raton y se ubica en
el minuto 31 del mapa de S. yyphimurium (Hensel y col, 1995). El anilisis de la
secuencia de los genes involucrados en este loci, indico que también codificaria para un
aparato secretor tipo III, cuya expresion seria importante en la sobrevida de la bacteria
dentro de los macrofagos y por lo tanto en la virulencia del enteropatégeno (Shea y col.,

1996).

Las estrategias genéticas mas recientes utilizadas para la identificacion de genes
implicados en la virulencia bacteriana, se basan en la obtencion de mutantes que
disminuyen o pierden su capacidad virulenta, usando al animal como medio de
seleccion, Una de ellas se denomina IVET (tecnologia de expresion in vive), que permite
el aislamiento de genes bacterianos especificamente inducidos durante Ia infeccion. Para
ello, se utilizan genes reporteros sin- promotor propio, que codifican para una via
sintética que complementa un defecto metabdlico de la bacteria receptora. Este se
expresa sOlo cuando la construccidn génica queda bajo el promotor de un gen que se

induce durante el ciclo infectivo de la bacteria. De esta forma, al infectar un ratén con un
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grupo de mutantes, se recuperan desde los Organos internos solo aquellas mutantes
capaces de sobrevivir en el raton (Heithoff y col., 1997). Otro sistema que ha aportado
importante informacion respecto a los genes de virulencia en S. fyphimurium es el
método de seleccion negativa por el cual se identifico la SPI 2, que consiste en marcar
individualmente cada mutante con un transposon que lleva un segmento de DNA
generado al azar y que es diferente para cada clon. Esta marcacion permite reconocer los
clones ausentes en el grupo de mutantes recuperadas desde el raton infectado, lo que
implica que corresponden a clones incapaces de sobrevivir en el ratéon (Hensel y col.,

1995).

Utilizando estas técnicas, se ha demostrado que no s6lo los genes tradicional-
mente involucrados en el fenotipo invasor, como los ya mencionados, o aquéllos que
codifican para toxinas son importantes en la virulencia bacteriana, sino también algunos

genes implicados en el metabolismo general o también llamados “housekeeping genes”.

Algunos de los genes identificados usando estas estrategias génicas codifican
para funciones regulatorias, los que permitirian responder coordinando la expresion de
los factores de virulencia necesarios en un determinado momentc (phoP/pho(D,
envZ/ompR). Un importante numero de genes inducidos durante la infeccion
corresponden a genes metabdlicos, que probablemente pueden contribuir a la sobrevida
del patogeno y su persistencia en condiciones limitadas de nutrientes. Es factible
también que no sean esenciales para la virulencia de la bacteria debido a sus funciones

bioquimicas, sinc que podrian cumplir otros roles en el proceso de infeccion (Hensel y

col., 1995; HeithofT y col., 1997).
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Estos resultados han puesto en discusion la definicion de factores de virulencia,
que en un sentido mas amplic acepta que cualquier propiedad que le permita al patogeno
entrar, crecer o sobrevivir en el hospedero podria ser comsiderado como factor de
virulencia. Esto incluye por ejemplo: antigenos de supetficie que eviten los efectos del
complemento; estructuras de la bacteria que permitan adherirse a las células blanco;
sistemas reguladores que le permitan adaptarse a las condiciones ambientales que el
hospedero ofrece, e incluso actividades enzimaticas que le permitan sintetizar nutrientes

que no estan disponibles en el hospedero (Slauch y col., 1997).

Regulacién del fenotipo invasor

La interaccion bacteria-hospedero en el ciclo infectivo de un parasito intracelular
facultativo es un proceso dinamico, durante el cual el patdgeno estd expuesto a diversos
ambientes intra- y extracelulares. Estos cambios son percibidos por la bacteria,
provocando una respuesta que le permite adaptarse a las nuevas condiciones y sobrevivir

en ellas (Mekalanos, 1992).

La expresion de muchos, si no todos, los genes requeridos para la invasién a
células epiteliales esta finamente regulada en respuesta a las condiciones ambientales
presentes en el intestino, donde prima la baja disponibilidad de oxigeno, la carencia de

hierro y la alta osmolaridad entre otros (Mekalanos, 1992).
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Se ha demostrado por ejemplo, que S. fyphimurium crecida en condiciones
anaerObicas aumenta su capacidad invasora en células en cultivo respecto a la bacteria
crecida aerobicamente (Schiemann y Shope, 1991). Ademas, se han aislado genes
inducidos en anaerobiosis, por ejemplo el gen orgd codificado en Ia SPI 1, que al ser
mutados hacen a la bacteria menos virulenta que la cepa silvestre (atenuada). La proteina
deducida para el gen org4 no presenta similitud con proteinas conocidas y se desconoce

hasta la fecha su funcion y su relacion con el fenotipo invasor (Jones y Falkow, 1994).

Los enteropatogenos estan presentes en aguas contaminadas, donde el ambiente
generalmente presenta temperatura y osmolaridad menor que aquéllas que la bacteria
encuentra en el hospedero. Se ha demostrado que cambios en estos parametros influyen
sobre la capacidad de la bacteria de invadir células en cultivo. Shigella flexneri por
ejemplo, es virulenta in vivo a 37°C pero no a 30°C, hecho que correlaciona con la
capacidad de invadir cultivos celulares a 37°C, y no a 30°C (Maurelli y col., 1984;

Maurelli y Sansonetti, 1988).

Consecuentemente, no solo el fenotipo invasor es afectado por las condiciones
ambientales, sino también la expresion de genes involucrados en- este fenotipo es
modificada por las condiciones del medio ambiente. Usando como gen reportero lacZ
fusionado a genes involucrados en el fenotipo invasor, se demostr6 que la variacion de
pI-!I, disponibilidad de oxigeno y osmolaridad modifican la expresion de estos genes
(Bajaj y col., 1996). Ademas, se demostré que estas variaciones son dependientes del

regulador transcripcional HilA (Bajaj y col, 1995). Este regulador coordinaria la

expresion de los genes pertenecientes a la SPI 1 de acuerdo a las condiciones del medio
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ambiente, para favorecer la expresion del fenotipo invasor cuando la bacteria reconoce
las condiciones ambientales que encuentra en el interior del hospedero (Bajaj y col,,

1996).

Los mecanismos por los cuales la bacteria responde a los cambios del medio
ambiente, en general se basan en los sistemas de regulacion de dos componentes. Estan
constituidos por una proteina sensora, generalmente inserta en la membrana citoplasmica
que transmite la sefial al segundo componente que es el regulador, proteina soluble que
puede unirse al DNA y modificar su expresion. El gen hild, que forma parte de la SPI,
codifica para el regulador HilA y presenta similitud de secuencia con reguladores del
tipo OmpR/ToxR, pertenecientes al sistema clasico de regulacion de dos componentes
(Bajaj y col., 1995). Otro ejemplo de genes reguladores de la expresion de determinantes
de virulencia, lo constituye el sistema phoP/phoQ descrito en S. typhimurium, Este
sistema 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 macréfago
(Miller y col., 1991) y también coordinaria la regulacion del fenotipo invasor en células

epiteliales a través de los genes prgH y hil4 (Behlau y Miller, 1993; Bajaj y col., 1996).

La variacion de la topologia del DNA representa una forma de control global que
tiene el potencial de influir en la expresiébn de algunos genes bacterianos,
constituyéndose en uno de los mecanismos de regulacion de la expresion de factores de
virulencia {Dorman y Ni Brhiain, 1993). Esto se llevaria a cabo a través de Ias enzimas
del tipo topoisomerasas y a través de proteinas que forman parte de la arquitectura del

DNA. Se ha relacionado la regulacién de los factores de virulencia de Shige/la, tanto por
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osmolaridad como por temperatura, a la expresion de la proteina H-NS, que reprimiria la
expresion génica a baja temperatura y baja osmolaridad. Esta proteina es una proteina
tipo histona involucrada en los cambios de topologia del DNA y que originalmente se
describio como el regulador VirR (Porter y Dorman, 1994). En S. fyphi y S. typhimurium
también se ha descrito que el fenotipo invasor es regulado por cambios en la
osmolaridad del medio debido a cambios en la topologia del DNA (Galan y Curtiss III,

1990; Tartera y Metcalf, 1993).

Nuestro laboratorio estd interesado en los mecanismos moleculares de la
patogenicidad de S. #yphi, particularmente en los eventos tempranos de la infeccion, que
incluyen la interaccién de la bacteria con las células epiteliales en el lumen intestinal, y
la capacidad de S. typhi de sobrevivir en macréfagos humanos. El estudio de estos
procesos permitiria comprender el ciclo infectivo de S. &yphi, establecer algunas
comparaciones con los procesos descritos para otros enteropatogenos y eventualmente,

permitiria disefiar nuevas estrategias para combatir la fiebre tifoidea.

Este trabajo de tesis propone estudiar el fenotipo invasor de S.5yphi en células
epiteliales en cultivo, como un acercamiento al proceso de entrada de la bacteria a su
hospedero natural, el hombre. Es posible que en esta etapa temprana de la infeccion
algunos eventos den cuenta de la especificidad de hospedero y, por lo tanto, factores
involucrados en esta etapa puedan descifrar por qué el hombre es el dnico hospedero

natural que se conoce para S. fyphi.
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Considerando que la baja disponibilidad de oxigeno es una de las condiciones
que caracteriza el ambiente durante el contacto entre 1a bacteria y las células epiteliales
en el lumen intestinal, hemos planteado como hipotesis de trabajo que genes cuya
expresion es regulada en anaerobiosis participan, directa o indirectamente, en el fenotipo

invasor de S. typhi.

Para estudiar este proceso se generd una coleccién de mutantes de S. fyphi por
insercién del fago MudJ. Este fago defectivo carece de transposasas, lo cual permite
obtener inserciones estables en el cromosoma bacteriano; ademas posee el marcador de
resistencia a kanamicina, y el gen reportero lacZ que codifica para (-galactosidasa que
genera fusiones de operdn con el gen mutado. La expresion de la enzima queda bajo el
comando del promotor del gen donde se insertd el transposén, permitiendo estudiar la
regulacion de la expresion del gen mutado (Casadaban y Cohen, 1979). A partir de una
serie de mutantes de S. fyphi, se seleccionaron aquellas mutaciones reguladas por la
disponibilidad de oxigeno. Entre estas mutantes, se estudié su capacidad de invadir
células epiteliales humanas in vitro y se caracterizd fenotipicamente aquelias que

presentaban defectos en la invasion a la linea celular HEp-2.

En el marco de este trabajo de tesis e interesados en identificar los genes
involucrados en este proceso como objetivo general, se escogieron algunas de estas

mutantes de S. fyphi y se caracterizaron genécticamente.

El estudio genético en S. #yphi se ha visto limitado por la falta un modelo animal

que permita ensayar directamente esta bacteria, ademés de la falta de herramientas
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genéticas adecuadas, como los fagos transductores. Uno de los puntos importantes en el
estudio genético se basa en la transferencia de Ia mutaciéon a un contexto genético
silvestre {“backcross™), para asi verificar que el fenotipo observado estd directamente
relacionado a la mutacion estudiada. Esta estrategia es facilmente realizable cuando se
cuenta con fagos transductores que permiten hacer la transferencia en una sola etapa,
pero para el caso de S. #phi no se dispone de esta valiosa herramienta genética. Por ello
se planted como uno de los objetivos de este trabajo de tesis, desarrollar un método
sencillo v de facil aplicacion, que permitiera hacer la transferencia de un marcador

cromosomal desde una S. fyphi a otra S. typhi 0 auna S. fyphimurium.

Los objetivos especificos de esta tesis son:

e Desarrollar un método que permita transferir marcadores cromosomales desde
mutantes de S. yyphi a S. typhi silvestre 0 a S. fyphimurium silvestre.

s Determinar las condiciones ambientales que favorezcan la invasidon de células
epiteliales HEp-2 por S. fyphi silvestre in vitro.

s Seleccionar, a partir de la coleccion de mutantes por insercion MudJ, mutantes de
S.typhi reguladas en anaerobiosis, que presenten una capacidad alterada para invadir
la linea celular HEp-2, comparado con la cepa nativa.

o Caracterizar genéticamente las mutantes de invasion escogidas, mediante mapeo de
la mutacion, utilizando el sistema MudP22.

o Clonar y secuenciar alguno de los genes mutados, para identificar el producto génico

involucrado en este fenotipo.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material biolégico

1.1. Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio estan ordenadas en la Tabla 1.
Algunas de ellas fueron gentilmente cedidas por el Dr. Lionello Bossi, del laboratorio de
Genética Molecular, CNRS (Gif sur Yvette, Francia) y por el Dr. Stanley Maloy,
Universidad de Illinois, USA. Cuando no se indica, las cepas son derivadas de S. typhi
Ty2 silvestre o S. fyphimurium LT2 silvestre. Las mutantes de S. fyphi auxotroficas
fueron construidas por insercion del transposén MudJ mediante cis-complementacion
transitoria usando P22 (Maloy, 1990). Las mutantes NN19, JJ3, DD46 y C17 fueron
obtenidas por transposicion de MudJ por cis-complementacion usando derivados del
fago Mu (Contreras y col., 1994). Las cepas TyT2123, TyT2124 y TyT2132 fueron
obtenidas por transduccién desde las mutantes de S. pyphimurium MA463, DEHS3 y
MA1449 respectivamente. Las cepas TyT2161 a la TyT2165 fueron construidas como se
detalla en este estudio. La coleccion de 50 cepas que contienen los profagos MudP22 no
esta incluida en la lista. Esta coleccion fue descrita por Benson y Goldman (1992), y fue

gentilmente donada por K. Sanderson.




TABLA 1. Cepas bacterianas
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Cepa Genotipo o Fenotipo relevante Origen
Salmonella typhi
Ty2 cepa silvestre, auxotréfica para cisteina y triptofano OM.S.
TyT 1009 met::MudJ G. Mora
TyT 1015 arg::Mud] G. Mora
TyT 1020 ile::MudJ G. Mora
TyT 1031 leu::Mud] G. Mora
TyT 1041 phe::Mud] G. Mora
TyT 2123 hisC9968::Mud], Este estudio
TyT 2124 prolU2881::MudJ Este estudio
TyT2132 mutS::Tnl0dCam Aatt1449/eud::MudJ Este estudio
NNi9 resistente a clorato; defectuosa en invasion a HEp-2 G. Mora
DD46 resistente a clorato; defectuosa en invasion a HEp-2 G. Mora
Ji3 resistente a clorato; defectuosa en invasion a HEp-2 G. Mora
C17 Inducida en anaerobiosis; defectuosa en invasion G. Mora
TyT 2161 Insercion MudJ derivada de C17 en la cepa Ty2 Este estudio
TyT 2163 Insercion MudJ derivada de NN19 en la cepa Ty2 Este estudio
TyT 2164 Insercton MudJ derivada de JJ3 en la cepa Ty2 Este estudio
TyT 2165 Insercion MudJ derivada de DD46 en la cepa Ty2 Este estudio
Salmonella typhimurium
LT2 cepa silvestre
14028s cepa virulenta
DEH53 - zde(38).:Tni0dTet prolU2881::Mud] L. Bossi
MA463 hisC9968::MudJ L. Bossi
MA1449 leu500 Aatt 1449 leud::Mud) 1.. Bossi
MA2253 recD543::Tni0dTet L. Bossi
MAS5094 mutS::Tnl0dCam Este estudio
MA5098 recD543::Tnl0dTet mutS::Tnl0dCam Este estudio
MA4426 sbcE21 zfe8157::Tnl10dTet A1742 (arg-recBD) L. Bossi
MAS5100 MAA4426 mutS::Tni0dCam Este estudio
MA5114 leuA::MudJ nutS::Tnl0dCam Este estudio
MAS5133 leud::MudJ recD543::Tnl0dTet Este estudio




Continuacion Tabla 1
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Cepa Genotipo o Fenotipo relevante Origen

Salmonella typhimurium

MAS5116 leud::MudJ recD543::Tnl0dTet mutS::Tnl0dCam Este estudio

MA5031 leuA::MudJ sbcE21 zfe8157::Tnl0dTet A1742 Este estudio
{arg-recBD)

MAS5145 leud::MudJ sbcE21 zfe8157::Tnl0dTet A1742 Este estudio
(arg-recBD) mutS:: Tn10dCam

MAS368A  MAS5098 JeuAd::MudJ obtenida por transformacién Este estudio

MAS5368B  MAS5100 Jeud::MudJ obtenida por transformacion Este estudio

TT16716 his-644 pro-621/F'128 protiacZ477::Tnl0d(T¢) K. Sanderson

SL4213 meiA22 metE551 galFE496 rpsL120 xyl104 (fls2) Hi-6 B. Stocker
H2 enx-nml hsdlS hsdA29

MAS5379 SL4213 mutS:; Tni0dCam Este estudio

MAS5380 SL4213 recD543::Tni0dTet Este estudio

MA5383 SL4213 recD543::Tnl0dTet mutS::Tnl0 dCam Este estudio

MAS5419 insercion MudJ derivada de la cepa C17 en la cepa LT2  Este estudio

MA5415/MudP  insercién MudP reemplazando MudJ en la cepa Este estudio

MAS5419

MAS5432 insercion MudJ derivada de NN19 en la cepa 14028 Este estudio

MAS5435 insercion MudJ derivada de JJ3 en la cepa 14028 Este estudio

MA5438 insercién MudJ derivada de DD46 en la cepa 14028 Este estudio

MAS5442 insercidon MudJ derivada de C17 en la cepa 14028 Este estudio

MST2970 oxr42::Tnl0 V. Stewart

MST3529  thr469::MudP / pJS28 (gene9”, Amp") S. Maloy

MST3530 thr469::MudQ / pJS28 (gened”, Amp©) S. Maloy

Escherichia coli

DH5a. suplk44 AlacU169 (D80 AlacZ M15) hsdR17 recAl Hanahan, 1983

! endAl gyrA96 thi-1 reld1
EM487 F lacU169 araD139 thi non nalA rpsL metE S. Maloy

A(recA-srl) / pIP317



20

1.2. Plasmidios

pCV47: contiene un fragmento de 18 kb de DNA cromosomal de S. fyphimurium, que
incluye el operén leu completo (Squires y. col., 1983)

pJP317: contiene el fragmento HindIII de MudJ clonado en pUC19, cedido gentilmente
por el Dr. S. Maloy.

pCT17: fragmento de 4kb de DNA cromosomal de la mutante de S. fyphi C17, obtenido
por digestion con Sal I y clonado en el plasmidio pBlueScript ILKS (+). Contiene el gen

de resistencia a Kanamicina de MudJ y el extremo 3 'OH del gen mutado {este trabajo).

1.3. Bacteriofagos

P22 HTI105/1 int-201: Fago transductor generalizado para Salmonella, P22 HTint,
derivado de P22 que corresponde a un mutante de alta frecuencia de transduccion
(Schmieger, 1972).

P22 HS: Fago litico para S. typhimurium derivado de P22, mutante en el represor c2.
Ambos fagos fueron gentilmente donados por el Dr. S. Maloy.

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

defectuososo en el proceso de integracién y escisién (Youderian y col., 1988).
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2. Medios de cultivo bacteriano

Las bacterias se crecieron rutinariamente en caldo Luria (LB) como medio
enriquecido (triptona 10g/, extracto de levadura 5g/l, NaCl 5g/1) o medio E como medio
minimo (MgS0O, x7H,0 0,02g/, 4cido citrico monohidratado 2g/l, Na,HPQ,; x3H;0
13,1g/) suplementado con glucosa 2g/l como tnica fuente de carbono y aminoacidos
cuando fue necesario. Los medios sdlidos fueron preparados agregando 15g/1 de agar

agar.

Los antibioticos usados fireron: kanamicina (Kan) 50pug/ml, tetraciclina (Tet)
10pg/ml, v ampicilina (Amp) 50pg/ml. El sustrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopiranosido (Xgal) fue agregado a las placas a una concentracion final
de 30pg/ml. Se suplementé el medio de cultivo con KNO; 50mM, TMAO 40mM o
formiato de sodio 30mM cuando fue necesario. Para la seleccion de cepas sensibles a
Tet se usd el medio Bochner-Maloy (Maloy y Nunn, 1981), que consiste en triptona 5g/1,
extracto de levadura S5g/l, NaCl 10g/l, agar agar 15g/l, Nal,PO, xH,O 10g/l,
clortetraciclina 0,5g/1; ZnCl; 0,1mM y acido fusarico 15mg/l. El medio SOC (triptona
20g/l, extracto de levadura 5g/l, NaCl 10mM, KCl 2,5mM, MgCl, 10mM, MgSO,
10mM, glucosa 20mM), fue usado para el crecimiento bacteriano después de una

electroporacién (Hanahan, 1985).

Para medir resistencia a clorato se hicieron diluciones en serie de un cultivo
fresco, y se sembré 0,1 ml de cada dilucién sobre placas de medio minimo E

suplementado con glucosa 2g/l, cisteina 50 mg/l, triptofano 50 mg/l y nitrato de potasio
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20mM. Se agreg6 a la placa clorato de potasio a una concentracion final de 15mM

(Contreras, 1994).

3. Condiciones de cultive bacteriano

Los cultivos aerébicos fueron obtenidos inoculando 50ul de un cultivo bacteriano
saturado, crecido toda la noche, sobre Sml de LB en un matraz de 100ml y crecidos a
37°C con agitacion vigorosa hasta fase exponencial temprana (densidad Optica entre 0,2
y 0,3 unidades de absorbancia a 600 nm). Los cultivos anaerdbicos fireron realizados en
tubos Spectronic, cubiertos con una capa de aceite mineral estéril e incubados hasta fase
exponencial temprana a 37°C sin agitacion. La variacién de osmolaridad del medio de

cultivo bacteriano se obtuvo modificando la concentracion de NaCl de 0 2 20g/l.en LB.

4. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se utilizo6 la linea celular epitelial HEp-2 (ATCC CCL23), derivada de un
carcinoma humano de laringe, donada por el Dr. José Manuel Ojeda. Las células fueron
cultivadas en botellas de 50m! con 5m! de medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado con suero fetal bovino al 10% (DMEMSF), a 37°C en una
atmosfera de CO; 10% y aire 90%. El medio de cultivo de cada botella fue cambiado por

medio fresco cada 2 a 3 dias.
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La noche previa a cada ensayo de invasion y proliferacion intracelular, las células
fueron removidas de la botella por adicion de 2 ml de tripsina 0,5g/1 y EDTA 0,2g/l
disueltos en PBS. Se incubd la botella a 37°C por 2 min y luego se agitd suavemente
para desprender las células. Luego, se agregé 5 ml de DMEMSF para inactivar la
tripsina y se centrifugé a 1200rpm por 5min en centrifuga clinica; se resuspendio el
sedimento en medio fresco, para contar las células usando una camara de Neubauer.
Finalmente, se sembraron 5 x 10° células por pocillo en una placa de 96 pocillos, para

obtener una monocapa con una confluencia de aproximadamente 90%.

5. Ensayo de invasion a la linea celular epitelial HEp-2

Este ensayo se realizd basicamente como describe Lissner y col. (1983), y
consiste en poner en contacto 100yl de bacterias crecidas en fase exponencial temprana
(densidad optica aproximada de 0,2 unidades a 600 nm) y resuspendidas en igual
volumen de DMEMSF, con una monocapa de células epiteliales preparada el dia
anterior en una placa de cultivo celular de 96 pocillos, utilizando una relacion de
aproximadamente 10 bacterias por célula epitelial HEp-2 (este valor fiue previamente
establecido en nuestras condiciones de ensayo, Contreras y col., 1995). Se incubaron por
una hora, y luego se removieron las bacterias no internalizadas mediante tres lavados
con PBS y posterior incubacion con 200pg/ml de gentamicina durante dos horas. Luego
de tres lavados con PBS para eliminar el antibiotico, se rompieron las células epiteliales

con 0,5% de desoxicolato de sodio disuelto en PBS y se hizo recuento de las bacterias
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viables intracelulares mediante plaqueo de distintas diluciones en placas LB. Los

resultados del ensayo fueron expresados como:

Indice de Entrada = 100 x cepa mutante (u.f.c. aty /u.f.c. agregado)
cepa parental (u.fc. a ty /u.fc. agregado)

6. Determinacion de actividad B-galactosidasa

Las mutantes en estudio fueron incubadas bajo distintas condiciones ambientales,
hasta alcanzar una densidad Optica cercana a 0,2 unidades de absorbancia a 600 nm.
Luego, los cultivos fueron colocados en hielo por al menos 15min para detener el
crecimiento bacteriano. La actividad B-galactosidasa de las mutantes se determiné segiin
el método descrito por Miller (1972). 100 y 200u1 de cultive fueron agregados sobre el
tampoén Z (NaHPO4 x7H20 0,6M; NaH,PO4 xH,0 0,04M; KCl1 0,01M; MgSO, x7H;0

0,001M; B-mercaptoetanol 0,05M; pH 7,0) a un volumen final de 1 ml.

Luego, se permeabilizaron las células agregando 10ul de cloroformo, 10ul de
SDS al 0,1% y agitando fuertemente en Vortex. Se incubé a 30°C por 10min y se agrego
200p1 de una solucién del sustrato orto-nitro-fenil-galactopirandsido (ONPG) 4mg/mli,
preparado en agua bidestilada. Inmediatamente después de agregar el ONPG se
cronometrd el tiempo que demord Ia reaccion (aparicion de color amarillo), la que fue

detenida agregando 0,5ml de NazCO3; IM. La actividad enzimatica, expresada como




25

cantidad de ONPG hidrolizado por minuto por ml de cultivo, se calculé de acuerdo a la

siguiente formula:

Actividad (U. Miller) = 1000 x (Abs 420nm - 1,75 x Abs 550nm)

(Volumen x Tiempo x Abs 600nm)

7. Técnicas genéticas

7.1. Preparacion de lisados

7.1.1. Preparacion de lisados del fago P22 HT int

Los lisados fueron preparados siguiendo el método descrito por Maloy (1990). Se
crecio un indculo de la cepa dadora hasta alcanzar una densidad éptica entre 0,2 y 0,3
unidades de absorbancia a 600 nm. Se mezclé Iml de cultivo con 4ml de medio para
fago P22 HTint (LB suplementado con medio E 1X, glucosa 2g/l y fago P22 HTinf en
una concentracién aproximada de 10" Unidades formadoras de placa (UFP)/ml,
previamente propagado en la cepa LT2) y se incubé por 8 a 16 horas con agitaciéon
vigorosa a 37°C. Los lisados fueron centrifugados por 20min a 3.000xg, filtrados,
esterilizados agregando gotas de cloroformo y mantenidos a 4°C hasta el momento de su

uso,
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7.1.2. Preparacion de lisados MudP22

A partir de un indculo saturado de la cepa lisdgena de MudP22, que contiene un
plasmidio que codifica el gen 9 para la cola del fago, se inoculé 0,1ml en 5Sml de LB
suplementado con medio E y glucosa 2g/l. Se incubé con agitacién a 37°C por 90 min y
se agrego Spl de Mitomicina C 2mg/ml. Se continud la agitacion durante 3h o hasta
observar evidente lisis bacteriana. El lisado fue centrifigado a 13.000xg por Smin para
eliminar los restos bacterianos, mientras que el sobrenadante fue esterilizado por adicién

de unas gotas de cloroformo y mantenido a 4°C.

7.2. Transducciones

Para hacer transducciones entre cepas de S. typhimurium se sigui6 basicamente el
protocolo descrito por Maloy, (1990). Para ello, se mezclaron 10l de un lisado de P22
obtenido a partir de la cepa dadora con 200ul de un cultivo en fase exponencial
temprana de la cepa receptora. La mezcla se incubd por 30min a 37°C sin agitacién y
luego se sembré en placas de agar Luria suplementadas con el (los) antibidtico(s)
apropiado(s) para la seleccion. Cuando la marca a transducir requeria expresion
fenotipica (resistencias a Kan y Amp), la mezcla se incubd por 30min a 37°C sin
agitacién. Luego, se agregd 500ul de caldo Luria fresco y se dejd en incubacion por 45

min a 37°C con agitacion vigorosa, para finalmente sembrar en el medio de seleccion.

Los clones transductantes obtenidos en S. fyphimurium fueron aislados y

purificados en placas indicadoras EBU (LB suplementadas con glucosa 2,5g/1; K,HPO,
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5g/l; azul de Evans 1,25mg/l; fluoresceina de sodio 2,5mg/l} para descartar la presencia
de bacterias pseudoliségenas de P22. Consecuentemente se descartd 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. #phi se llevaron a cabo
usando una alta multiplicidad de infeccidn, como han descrito Zahrt y col., (1994). En
este caso no es posible limpiar los clones fransductantes como se describi¢ para S.

typhimurium.

7.3. Localizacion de las mutaciones en el cromesoma de 8. fyphimurium

A partir de la coleccién de 50 cepas que contienen el profago MudP22 en
posiciones conocidas del genoma de S. typhimurium, se obtuvieron los lisados inducidos
por Mitomicina C (Benson y Goldman, 1992). Describiendo brevemente, las inserciones
MudJ transferidas desde mutantes auxotroficas de S. typhi a S. fyphimurium (mutantes
recBCD mutS hsd), mediante transformacion, fueron llevadas por transduccion a una
cepa de S. fyphimurium silvestre. Esta cepa fue esparcida sobre una placa de medio
minimo E. Luego se agregaron 31l de cada lisado MudP22 (50 en total) sobre la placa y
se incubo a 37°C durante 36-48h. La gota del lisado que produce un césped de
crecimiento bacteriano indica que la insercion de MudJ original se ubica en una posicion

cercana a la insercion del MudP22 correspondiente.
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Para mapear las mutaciones MudJ que no presentan un fenotipo auxotréfico, fue
necesario introducir el marcador de resistencia a Tet. Para esto, se transdujo el marcador
lacZ::Tnl0 desde la cepa TT16716, por recombinacién homéloga, al interior de MudJ.
Una vez obtenida la cepa transductante de S. #yphimurium con el marcador MudJ
modificado, con la insercion Tni0 en lacZ, que le confiere el fenotipo Lac’, Kan® y Tet',
se sembro esta cepa sobre el medio Bochner-Maloy, se agregaron los lisados MudP22 en
gotas, se incub6 a 42°C durante 48h y se seleccionaron los clones sensibles a Tet.
Nuevamente, el lisado que produce un césped bacteriano indica la region del cromosoma

donde se encuentra la mutacion original.

7.4. Reemplazo de MudJ por MudP22

Se llevd a cabo el reemplazo de Mud) por MudP o MudQ (genéricamente
denominados MudP22) mediante una modificacion del protocolo descrito por Benson y
Goldman (1992). Este reemplazo estd basado en el evento de doble recombinacion
homologa a través de los extremos izquierdo y derecho de Mu presentes en ambos
elementos, MudP22 y MudJ. Se obtuvo MudP y MudQ a partir de la induccion con
Mitomicina C de las cepas MST3529 (thre469::MudP) y MST3530 (thre469::MudQ)
como se describid anteriormente. La cepa receptora de la transduccion, que posee el
marcador MudJ, fue previamente crecida en LB hasta fase exponencial temprana
(densidad dptica a 600 nm aproximadamente 0,3). Se tomaron 0,5ml de este cultivo
fresco y se agrego 50y del lisado correspondiente, concentrado o diluido 1/10, se incubé

por 30 min a 37°C, luego se centrifugo la mezcla a 3.000xg por 10min, y el sedimento se
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lavé una vez con suero fisiologico (NaCl 0,85%). Se resuspendié el sedimento
bacteriano en 0,2ml de suero fisidlogico y se sembraron gotas de 20yl sobre placas de
medio minimo E suplementado con glucosa 2g/1, Xgal 30mg/l, Cam 40mg/l y se incubé
por 36-48h a 37°C. Se escogieron aquellas colonias que incorporaron la marca de
resistencia de MudP22 (Cam’), que crecieran en medio minimo, indicando fenotipo
prototréfico, y que fueran blancas y sensibles a Kan, lo cual indicaba pérdida del
marcador MudJ). Se comprobd ademas que las cepas resultantes fueran lisdgenas de

MudP22 inducibles por Mitomicina C.

8. Técnicas moleculares

En general, el andlisis del DNA incluyendo preparacion de DNA plasmidial,
digestion con enzimas de restriccion, electroforesis en geles de agarosa y ligaciones

fueron realizadas de acuerdo a procedimientos estandares (Sambrook y col., 1989)

8.1. Obtencién de DNA plasmidial

Se aislo DNA de plasmidios usando el protocolo descrito por Birnboim and Doly
(1979). Se crecieron 5ml de bacteria en caldo Luria suplementado con el (los)
antibiotico(s) adecuado(s), con agitaciéon vigorosa a 37°C durante toda la noche. El
cultivo fue centrifugado 20min a 3.000xg, se elimind el sobrenadante. El sedimento fue

resuspendido en 200pu! de tampoén de lisis (Tris-HCI 25mM pH 8,0; EDTA 20mM,;
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glucosa 50mM) y se dejé por 5Smin a temperatura ambiente. Luego, se agregd 400l de
solucién desnaturante preparada en el momento (NaOH 0,2M; SDS 1%), se mezcld
suavemente y se dejo en hielo por 10min. Se agrego 300u1 de acetato de amonio 7,5M y
se dejo en hielo por 10 min, luego de lo cual se centrifugd 20min a 3.000xg. Se recuperd
el sobrenadante en un tubo limpic y se agregd un volumen de mezcla fenol:
cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se agito suavemente en Vortex y se centrifigd
por 5min a 13.000xg. Se rescato la fase acuosa (superior) en un tubo limpio y se repitié
la extraccion fenolica hasta obtener una fase acuosa transparente. Posteriormente, se
agregd 0,6 volumenes de isopropanol y 0,1 volumen de Acetato de sodio 3M, se agitd
por inversion y se dejo precipitando el DNA por 20min a temperatura ambiente. Se
centrifugd por Smin a 13.000xg y se elimind el sobrenadante por aspiracién. El
sedimento se lavd con 500u! de etanol frio al 70%, se elimind el sobrenadante por
aspiracion y se seco por vacio. El sedimento fue resuspendido en un volumen apropiado

de agua bidestilada estéril y fue mantenido a 4°C hasta el momento de su uso.

8.2. Obtencion de DNA cromosomal

El DNA cromosomal fue extraido como describe Ausubel y col., (1992). Se
crecieron 3ml de bacteria en caldo Luria, con agitacion vigorosa a 37°C durante la

noche. El cultivo fue centrifigado 10min a 3.000xg, se elimind el sobrenadante y el
sedimento fue resuspendido en 570ul de tampon TE. Se agregd 10ul de Proteinasa K
(10mg/ml), 5pl de RNasa (10mg/ml) y 30ul de SDS al 10%. La mezcla se agito

suavemente y se incubo por 1 hr a 37°C. Luego, se agregé 120ul de NaCl 5M, se agitd
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vigorosamente en Vortex y se agregd 80ul de bromuro de hexadecil-trimetilamonio
(CTAB 10% en NaCl 0,7M), se agité nuevamente y se incubo a 65°C durante 10min. Se
agregd 1 volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se mezclé por inversion y se
centrifugé 10min a 13.000xg. Se transfiri6 la fase acuosa a un tube limpio y se agregd
un volumen de mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se agito
suavemente en Vortex y se centrifugd por 10min a 13.000xg. Se rescatod la fase acuosa
en un tubo limpio y se repitid la extraccion fendlica hasta obtener una fase acuosa
transparente. Posteriormente, se agregé 0,6 volumenes de isopropanol, se agitd
suavemente por inversion y se dejo precipitando el DNA por 20min a temperatura
ambiente. Se centrifugd por 10min a 13.000xg y se eliminé el sobrenadante por
aspiracion. El sedimento se lavd con 500p1 de etanol frio al 70% para eliminar el CTAB
residual; se descart6 el sobrenadante por aspiracion y se secd al aire. El sedimento fue
resuspendido en un volumen apropiado de agua bidestilada estéril y fue mantenido a 4°C
hasta el momento de su uso.La concentracién de DNA fue estimada en geles de agarosa
tefiidos con Bromuro de etidio por comparacion con estindares de concentracion
conocida. Las muestras de DNA cromosomal fueron agitadas vigorosamente en Vortex

durante 3 min antes de ser usadas en la electrotransformacion.

8.3. Obtencion de DNA de fagos

Se aislo DNA de fagos P22 y sus derivados usando el protocolo descrito por

Youderian y col., (1988). A partir de 0,5ml de un lisado concentrado se extrajo con un

volumen de cloroformo, luego se agregd 2ul de dietilpirocarbonato, 10ul de SDS 10%,
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50pl de Tris-HC1 2M, EDTA 0,5M pH 8.0 y la mezcla se incubé a 65°C por 15min. Se
agrego 50ul de KCl1 5M, se agitd suavemente y se incubé en hielo durante 1h. Los
complejos de proteinas-SDS fueron microcentrifugados a 4°C por 15min y el DNA
presente en el sobrenadante fuie precipitado por adicién de dos volimenes de etanol fiio.
El ovillo de DNA formado fue transferido a un fubo con etanol 70 % para lavarlo, se
centrifugé y el precipitado se secod y se resuspendid finalmente en 100pl de TE (Tris-

HCI1 10mM, pH 8,0; EDTA ImM) y se mantuvo a 4°C hasta ser usado.

El analisis de estos DNA se llevo a cabo mediante electroforesis en geles de
agarosa en tampon TAE (Tris-HCl 10mM; pH 8,0, EDTA 1mM; Acetato de sodio
42mM). Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio de acuerdo a protocolos
estandarizados. La concentracion de DNA fue determinada espectrofotométricamente a
260 nm o estimada en geles por comparacion con estandares de concentracion conocida

(Sambrook y col., 1989).

84 Electroporacion

Se us6 el método descrito por O'Callaghan y Charbit (1990), con algunas
modificaciones, para electroporar las cepas de S. &yphi v S. typhimurium. Las bacterias
receptoras fueron crecidas en 75ml de LB hasta fase exponencial tardia a ODggg de 0,5,
enfriadas en hielo, y cosechadas mediante centrifugacion (10.000xg, Smin). Se lavd

sucesivamente el sedimento bacteriano con un volumen de glicerol 10% frio, medio

volumen y luego un cuvarto de volumen. Finalmente se resuspendié el sedimento en
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250ul de glicerol 10%, se alicuotd en tubos Eppendorf (50ul), se congelaron en
Nitrogeno liquido y se mantuvieron a -80°C hasta ser usados. Para la electroporacion se
afiadi6 5-10 pl de DNA cromosomal (1-5 pg) o Sul de plasmidio (50 ng) a cada alicuota
de bacterias competentes previamente descongeladas, y se mantuvo la mezcla en hielo
(el DNA cromosomal fue vigorosamente agitado en vortex antes de ser usado). Se
transfirié la mezcla a una cubeta de electroporacién mantenida en hielo (abertura del
electrodo 0,2cm). Se usé un pulso de 12,5kV/em (2,5kV; 200Q); 25uF) y se transfirio la
mezcla rapidamente a un tubo de vidrio que contenia Iml de medio SOC, que se incubd
durante 60min a 37°C antes de plaquear en el medio selectivo. Se hizo al mismo tiempo
un recuento de las bacterias viables después de la electroporacion, mediante dilucién en

serie en placas LB.

8.5. Anadlisis de hibridacién mediante Southern blot:

8.5.1, Southern blot radiactivo

El DNA cromosomal de las cepas de S. typhi y S. typhimurium fue digerido con
EcoRI y separado por electroforesis en geles de agarosa por procedimientos est&ndar
(Maloy, 1990). EI DNA fue transferidlo a membranas Hybond N (Amersham) e
hibridado en condiciones de alta estrictez (como se describe en Sambrook y col., 1989)
con el plasmidio pCV47, que contiene el operdn leu silvestre de S. typhimurium. Esta

sonda fue marcada con [o**P]JdCTP mediante el kit comercial para "nick translation” de

acuerdo a las instrucciones del fabricante (Amersham International, Amersham,UK).
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8.5.2. Southern blot no radiactive

El DNA cromosomal fue digerido con EcoRI y separado por electroforesis en
geles de agarosa al 1,0 % en tampon TAE. Se transfirio el gel a membrana de Nylon y se
hibrid6 con dos sondas del fago MudJ obtenidas desde el plasmidio pJP317. La primera
sonda corresponde al fragmento HindIli/Pstl de MudJ de aproximadamente 8 kb,
obtenido desde el plasmidio pJP317. Este fragmento contiene el operon Jac completo y
reconoce dos bandas cuando MudJ] es digerido con EcoRI. La segunda sonda
corresponde al fragmento HindIlI/BamHI que contiene el gen de resistencia a XKan,
obtenido del mismo plasmidio pJP317 y es de 2kb. Esta sonda reconoce solo una banda
al digerir MudJ con EcoRI. Para revelar la membrana se usd el sistema quimio-
luminiscente de acuerdo a las instrucciones del kit Photogene Detection System (Gibco
BRL). Se us6 como solucion de pre-hibridacién e hibridacion Na;HPO, x7H,0 0,5M,
pH 7,2; SDS 7% y EDTA 1mM en condiciones de alta estrictez a 65°C. Se incubd la
membrana en solucion de pre-hibridacion previamente calentada a 65°C por 2h. Se
descarto la solucion de pre-hibridacién y se incub¢ la membrana toda la noche en
solucion de hibridacion con la sonda marcada, previamente calentada a 65°C. Se
descarto la solucion de hibridacion y se lavé en condiciones de alta estrictez con
Na,HPO,; x7H0 0,5M, pH 7,2; SDS 2% y EDTA 1mM, una vez a temperatura
ambiente y luego dos veces a 65°C, por 15min cada vez. La sonda fue marcada por
incorporacion de nucle6tidos biotinilados mediante "random primer" de acuerdo a las
instrucciones del kit BioPrime (Gibco BRL). La membrana fue lavada segin las

instrucciones del fabricante, para ser hibridada con la siguiente sonda.
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8.6. Secuenciacion

Se us6 una modificacion del método de secuenciacion clasico basado en la
reaccion de terminacion de cadena. Este consiste en miltiples ciclos de secuenciacion
usando una DNA polimerasa termoestable, y se inicia con la desnaturacion del DNA
templado por calor, alineamiento del partidor, extension del partidor por la DNA
polimerasa termoestable en cada molécula de templado hasta que un didesoxinucleétido
es incorporado a la cadena. La doble hebra es nuevamente desnaturada, lo cual permite
un nuevo ciclo de alineamiento y sintesis. Este proceso se repite por 20 a 30 ciclos y los
fragmentos obtenidos son separados por electroforesis en geles de poliacrilamida-urea y
revelados mediante autoradiografia. Para ello se usé el kit SEQUENASE de
PROMEGA. Para secuenciar DNA de fago se uso el kit firo! DNA Sequencing System
de PROMEGA, siguiendo las indicaciones del fabricante y se marcaron los partidores
con [y- **PJATP (3 nCv pmol). La mezcla de reaccidn, que contenia 1,5pmol del
partidor, 40fmol de DNA templado (aproximadamente 1,31ig de DNA de fago) y 5U de
Taq polimerasa, fue dividida en 4 tubos que contenian los cuatro desoxinucledtidos mas
uno de ellos como didesoxinucledtido. La reaccién de amplificacion se llevé a cabo de
acuerdo al siguiente protocolo: 2min a 95°C para desnaturar y 30 ciclos de desnaturacion
por 30s a 95°C, alineamiento por 30s a 42°C y extension por 1min a 70°C. La mezcla de
reaccion se calentd a 70°C por 2min y se aplicé en un gel de acrilamida :bisacrilamida
(19:1)-urea 8M en tampon TBE (Tris base 89mM; H3BO; 89mM; Na;EDTA 2mM; pH

8,3). El gel fue corrido a 60 watts constante durante 2-3 h y luego procesado para

autorradiografia.
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8.7. Reacciones de amplificacion por PCR

Los siguientes partidores fueron disefiados para ser usados tanto en las reacciones

de secuenciacion como de amplificacion.

Mu-L: 5-TTC GTA CTT CAA GTG AAT-3' (18 mer)
Mu-R: -TTC GCATTT ATC GTG AAA CGC TTC C-3' (25 mer)
900-L: 5'-CCC AAT GAT CCG TCG CCA GCG TG-3' (23 mer)
900-R: 5'-GGA TTG CAT CCG GAC CGT ACT TC-3' (23 mer)
fdh-11 '“TCG TCA CGG TTT GCC CCT ATT-3' (21 mer)

Cada reaccion de amplificacion contenia 50 pmol de cada partidor; dATP, dCTP,
dGTP y dTTP cada uno 0,8mM; MgCl, 1,5mM; Taq Polimerasa 2U, y
aproximadamente 100ng de DNA cromosomal en un volumen final de 50ul. Se incubd
la mezcla de reaccion en un termociclador durante 30 ciclos de desnaturacion (94°C,
1min), alineamiento de los partidores (56°C, 30s), extension (72°C, 30s) seguido de una

incubacién a 72°C por 10min. Se guardaron las muestras a 4°C y una alicuota de 10ul

fue separada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en tampon TAE.
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RESULTADOS

1. Desarrollo de un método de transferencia de marcadores

cromosomales desde . yyphi a S. yyphimurium

Un punto de partida para la caracterizacion genética de una mutante es la
transferencia de la mutacién a un genotipo silvestre (“backcross™). Este procedimiento
permite verificar, en un contexto genético silvestre, la correlacion existente entre la
mutacién y el fenotipo observado en la mutante original. Una de las herramientas mas
poderosas para el desarrollo de la genética de una determinada especie bacteriana es la
existencia de fagos transductores generalizados, que permiten transferir marcadores
cromosomales de una bacteria a otra en tan solo una etapa. Para S. fyphi se han descrito
algunos fagos transductores generalizados, pero éstos requieren como receptor el
antigeno Vi. No todas las cepas de S. fyphi expresan este antigeno, hecho que limita su
utilidad. Por esto, fue necesario desarrollar un método alternativo al uso de fagos
transductores, que permitiera transferir marcadores cromosomales desde S. fyphi a otra

S. typhi 0 a S. fyphimurium,

1.1. Transformacién de S. fyphimurium con DNA plasmidial lineal

Estudios desarrollados en E. coli han demostrado que al transformar con

plasmidios linealizados, es posible integrar al cromosoma un segmento de DNA clonado
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en este plasmidio, mediante recombinacion homologa. Este procedimiento requiere que
la cepa receptora contenga alguna mutacién en genes que codifican para el complejo
RecBCD que inactive la enzima Exonucleasa V (ExoV), previniendo de esta forma, la
degradacion del DNA. Mutantes en la ExoV, del tipo recD y recBC sbeB en E. coli han
sido utilizadas con éxito para transformar con DNA lineal (Kushner y col., 1972; Russel

y col., 1989).

Para probar si S. fyphimurium puede ser transformada con DNA plasmidial
lineal, se llevaron a cabo transformaciones con el plasmidio pCV47 (Squires y col,,
1983), que contiene un inserto BamHI de aproximadamente 18 kb, dentro del cual esta
codificado el operon lew de S. fyphimurium. Se usaron como receptoras las cepas que
contienen la insercion MudJ en el gen Jeud, que les confiere el fenotipo auxotrofico para
leucina, ademas de Kan' y Lac®, propias de MudJ. Estas fueron (Tabla 1): MA1449
(leud recBCD") y dos mutantes distintas en la actividad ExoV: MAS5133 (Jeud recD),
que lleva una inserciéon Tn/0dTet en el gen recD; y MAS031 (leud recBD sbcE), que
tiene una delecién de los genes recBD pero es capaz de recombinar debido a la mutacion
supresora sheE21 {(Gari y col., 1996). Se escogio el marcador Jex debido a la facilidad de
seleccion para un marcador genético de auxotrofia y a la disponibilidad del gen silvestre
clonado en el plasmidio pCV47. Se electropord con preparaciones del plasmidio circular
y lineal digerido con BamHI, de acuerdo a las condiciones descritas en Materiales y
Meétodos. Las transformantes fueron seleccionadas por resistencia a ampicilina (Amp")

en placas LB y las transformantes Leu" Lac” en placas de medio minimo E

suplementadas con Xgal.
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Selecctonando clones Amp', que corresponde al marcador del vector, se observd
que la eficiencia de transformacion con el plasmidio pCV47 en su forma circular, fue en
general, similar para las tres cepas, (Tabla 2). Se obtuvo en general, entre 600 y 1100
transformantes por 10° bacterias viables después de la electroporacién, tanto para las
mutantes carentes de la actividad ExoV (MAS5133, MAS031) como para la cepa que
posee la actividad ExoV (MA1449). Al seleccionar cepas Amp’ cuando se transformd
con el plasmidio linealizado con BamHI, se detectaron algunas transformantes, entre 25
y 30 unidades formadoras de colonias (UFC) /10° bacterias viables después de la
electroporacion, para fodas las receptoras de la transformacion. Probablemente estos
clones surgieron por la presencia de formas circulares del plasmidio debido a digestion
incompleta o tal vez por recircularizacion del mismo en la cepa receptora. Lo mas
importante de estos resultados es que indican que mutaciones en la actividad ExoV no

alterarian la capacidad de las cepas de internalizar el DNA plasmidial.

Al usar pCV47 lineal (digerido con BamHI) y seleccionar en medio minimo, solo
se obtuvo transformantes Leu’ cuando las receptoras presentaban mutaciones en el
complejo recBCD. Considerando el ejemplo presentado en la Tabla 2, se registraron 38
transformantes para la cepa Jend recD y 1292 transformantes para la cepa leud recBD
sbck, Las transformantes fueron ademas sensibles a Kan y Amp, hecho que sugiere
fuertemente que el gen Jeud silvestre, contenido en el plasmidio, fue integrado en el

genoma de la bacteria receptora mediante recombinacién homéloga y por lo tanto

reemplazo al gen mutado. La eficiencia de la transformacion fue casi 30 veces mias alta
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TABLA 2. Transformacion de cepas de S. fyphimurium con DNA plasmidial

Cepa receptora Genotipo relevante N° de transformantes*

Plasmidio circular® Plasmidio lineal®

MA1449 leuA 604 0
MAS5133 leuA recD 1100 38
MAS5031 leuA recBD sbcE 633 1292

*: los resultados se presentan como N° de UFC transformantes por 10° bacterias viables después
de la electroporacion, usando 50ng de plasmidio circular y Iug de plasmidio lineal. Los valores

corresponden a un experimento representativo.

a: UFC resistentes a Amp, seleccionadas en placas de agar LB Amp 50pg/ml
b: UFC prototroficas, Lac, seleccionadas en placas de medio minimo E suplementado con X-
gal. Luego de la seleccidn, se chequed que las transformantes fueran sensibles a Kan y Amp.
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en la cepa recBD sbcE respecto a la mutante recD, resultado que es consistente con el
fenotipo hiperrecombinogénico descrito para la doble mutante (Gari y col., 1996). Al
electroporar las cepas sin DNA como control, no se obtuvieron cepas LeuA”, lo cual
indica que el evento de escision precisa del elemento MudJ, que podria restituir el
fenotipo silvestre, es poco probable. Este evento ha sido detectado cuando el derivado de

Mu estudiado contiene las transposasas (Nag y Berg, 1987; Foster y Cairns, 1994).

1.2. Transformacion de S. fyphimurium con DNA cromosomal lineal

1.2.1. Transformacion con DNA homologo, de 8. fyphimurium

Para facilitar la transferencia de marcadores cromosomales mediante
transformacion, fue necesario eliminar la etapa de clonamiento del marcador en un
plasmidio. Por esto, se estudid la posibilidad de usar directamente el DNA cromosomal

de la cepa que contiene el gen que se desea transferir.

Se uso el grupo de mutantes Jeud descritas en el punto anterior como receptoras,
para determinar la eficiencia de transformacion usando DNA cromosomal de S.
typhimurium silvestre, como dador del gen leud silvestre. Las preparaciones de DNA
cromosomal fueron agitadas vigorosamente antes de la electroporacion, para generar
mecanicamente fragmentos lineales al azar, sin uso de endonucleasas de restriccion.
Luego de electroporar y seleccionar el fenotipo Leu”, se observo que sélo las mutantes

en la actividad enzimética ExoV fueron transformadas con DNA fragmentado. En la

Tabla 3 se muestra el promedio de tres ensayos independientes, donde se observa que
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TABLA 3. Transformacion de cepas de S.fyphimurium con DNA: cromosomal lineal

N° de transformantes*

Cepa receptora Genotipo relevante Origen del DNA transformante
S. phimurium LT2 S, typhi Ty2

MA1449 leuA 0 0
MA5114 leuA mutS 0 1
MAS5133 leuA recD 21

MAS5116 leuA recD mutS 12 4
MAS5031 leuA recBD sbcE 41 1
MAS145 leuA recBD sbcE mutS 33 17

*: Jos resultados se expresan como UFC transformantes prototroficas Lac” por 10° bacterias

viables después de la electroporacién, obtenidas usando 2 pg de DNA cromosomal. Los valores
corresponden al promedio de tres experimentos independientes.
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hubo 21 transformantes para la cepa recD y 41 transformantes para la cepa recBD sbcE.
Un resultado stmilar fue obtenido cuando se us6 el marcador kisD::MudJ en la cepas
receptoras de la transformacion, con frecuencias de transformacion del mismo orden de

magnitud (resultados no mostrados).

1.2.2. Transformacién con DNA heterélogo, de S. typhi
La transformacion de las cepas de S. typhimurium con DNA cromosomal de S,
Yyphi fue practicamente nula, ain en presencia de mutaciones en el complejo RecBCD,

obteniendo sélo 1 transformante con la cepa recBD shcE (Tabla 3).

Es sabido que durante los eventos de conjugacién, transduccién vy
transformacidn, el sistema de reparacion “mismatch™ (muzHSL) impide la recombinacion
entre secuencias parcialmente homologas, convirtiéndose en una barrera funcional de la
recombinacion interespecies (Rayssiguier y col., 1989; Matic y col., 1995; Zahrt y col.
1994). En consecuencia, se estudié si la anulacidon de este sistema podia mejorar la
eficiencia de la transformacion de S. fyphimurium con DNA de S. #yphi. Se transdujo por
lo tanto, la mutacion muzS::Tn/0dCam a las cepas receptoras de la transformacion

(Tabla 3).

En primera instancia, se transformaron las mutantes nutS de S. syphimurium con
DNA homologo. No hubo transformantes cuando se usd la mutante mutS MAS5114,
Analizando Jos valores promedio obtenidos para tres ensayos independientes, se observéd

que la introduccion de la mutacién musS en las mutantes recBCD disminuyd levemente
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la eficiencia transformacion obtenida con DNA cromosomal homélogo, respecto a las
mutantes que presentan el gen mutS silvestre (de 21 a 12 transformantes para el caso de
la mutante recD, y de 41 a 33 transformantes cuando se usé la mutante recBD sbck). Sin
embargo, al transformar con DNA de S. fyphi, se obtuvo 1 transformante Leu” con la
cepa mutS, lo que indicaria que la eliminacion de la actividad de reparacion “mismatch”
debida a la mutacion mutS, por si sola, favorece el evento de recombinacién homéloga
entre S. fphimurium y S. typhi, aunque con baja eficiencia (Tabla 3). Al mismo tiempo
se observo un aumento en la frecuencia de transformacion en aquellas mutantes que
contenian ambas mutaciones mutS y recBCD, obteniendo 4 y 17 transformantes,
respecto a las cepas que tienen mutaciones s6lo en el complejo RecBCD, con las cuales
se obtuvo solo 1 transformante (Tabla 3). Nuevamente la cepa receptora mas eficiente

resulto ser la mutante recBD sbck.

1.3. Transformacién con DNA de mutantes de S. typhi

En los ensayos anteriores se determind la posibilidad de transferir por
transformacién un gen silvestre desde S. typhi a S. typhimurium. En esta etapa, se
estudié la posibilidad de transformar S. fyphimurium con DNA de S. fyphi conteniendo
Mud}. Para ello, se generaron mutantes de S. #phi con marcadores auxotroficos
conocidos, por transduccion desde cepas de S. fphimurium previamente caracterizadas:
MA463 (hisC::MudJ), DEHS3 (proU::MudJ) y MA1449 (leud::MudJ). Se obtuvieron
asi las cepas TyT2123, TyT2124 y TyT2132 respectivamente, que ademas de la

auxotrofia presentaban los marcadores de MudJ: resistencia a Kan y actividad Lac
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positiva. Se preparo DNA cromosomal de estas mutantes de S. #yphi para luego

transformar 8. fyphimurium.

Como receptoras se usaron cepas de S. fyphimurium que presentaban mutaciones
en los sistemas de repara;:ién “mismatch” y en la actividad ExoV (Tabla 4): LT2 (recD”
mutS") como control, MAS5098 (recD mutS) y MAS5100 (recBD sbcE mutS). Se
transformo y se seleccionaron clones resistentes a Kan y Lac, luego se confirmé el
fenotipo auxotrdfico de cada clon. Usando el DNA de S. syphi hisC::MudJ (TyT2123) no
se obtuvo transformantes, pero usando los DNA de S. nphi prolU::MudJ (TyT2124) y
leuA::MudJ (TyT2132) fue posible obtener transformantes con las receptoras MA5098 y
MAS100, correspondientes a las cepas mutantes en recBCD y mutS simultineamente.
No obstante, la eficiencia en estas transformaciones fue baja, de 1 a 2 transformantes/

10" bacterias viables después de la electroporacién.

Se escogieron dos transformantes de S. fyphimurium leud::MudJ, obtenidas al
usar DNA de la mutante de S. fyphi TyT2132 (Jeud::MudJ), una proveniente de la cepa
MAS5098 y otra de la cepa MAS5100, denominadas MA5368A y MA5368B, respectiva-
mente. El marcador leud::Mud] de estas cepas se transdujo mediante P22 HTinf a S.
Yyphimurium silvestre, confirmando en este contexto genético el fenotipo Leu’, Lac’ y
Kan' que se esperaba por la insercién MudJ en /eud . En la Figura la se muestra un

esquema de esta transferencia usando una insercién MudJ en un gen X.
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TABLA 4. Transformacion de cepas de S.typhimurium con DNA cromosomal de
mutantes S. &yphi ::MudJ auxotréficas

N° de transformantes*
Cepa receptora Genotipo relevante DNA de mutantes de S. syphi
S. typhimurium hisC::Mud]  proU::Mud)  leud::Mud]
LT2 silvestre 0 0 0
MA35098 recD mutS 0 1 1
MAS5100 recBD shcE mutS 0 1 2

*: los resultados se expresan como N° de transformantes Kan" Lac" por 10" bacterias viables
después de la electroporacion, usando 2,5 pg de DNA cromosomal. Los valores corresponden a
un experimento representativo
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S. typhi Ty2

Mutagénesis por
l Insercion MudJ

S. typhi X::MudJ

T2 Electrotransformacion S. typhi X::MudJ

w Transduccién
ﬁ

S. typhimurium recDmutS X::MudJ x

P22

b b

S. typhimurium X::MudJ

Figura 1a. Transferencia de marcadores cromosomales entre S. fyphi y S
typhimurium. Se muestra un esquema que resume la metodologia de transferencia del
marcador MudJ (representado en color rojo) mediante electrotransformacion, usando
DNA cromosomal de una mutante de S. #yphi. La incorporacion del marcador al
cromosoma de la cepa receptora S. fyphimurium recDmutS se lleva a cabo por eventos
de recombinacion homoéloga entre el gen que Ileva la insercion MudJ (X: :MudJ) y el gen
silvestre presente en la cepa receptora. Luego se transduce el marcador desde esta
mutante de S. fyphimurium con el fago P22, tanto a S. typhimurium como a . typhi
silvestre. De esta forma, se logra el “backcross” de la mutacion en S. #yphi.
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Figura 1b. Anilisis de hibridacion Southern para el marcador lend::MudJ. Se
muestra un esquema del plasmidio pCV47, que fue usado como sonda. El fragmento de
18 kb clonado en este plasmidio contiene el operén leu de S. fyphimurium. Se destaca el
mapa de restriccion con las enzimas BamHI (B) y EcoRI (E). Para la hibridacion, se
obtuvo DNA cromosomal de las distintas cepas y se digirié con EcoRI; los fragmentos
fueron separados en gel de agarosa al 1% y transferidos a membrana de nylon. Los
carriles contienen DNA aislado de las siguientes cepas: 1, S phi Ty2; 2, S.
Bphimurium LT2; 3, S. typhimurium MA1449 (leud:Mudl), 4, S. typhi TyT2132
(Jeud::Mud)); 5, S. typhimurium MA5368A (leud::MudJ, obtenida por transformacion);
6, S. typhimurium MA5368B (leud::MudJ, obtenida por transformacion);, 7, S
typhimurium leud::MudJ (obtenida por transduccién desde la cepa MAS5368A). Se
sefiala con flechas la migracion de los fragmentos correspondientes al estandar
A /BstEIL
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1.4. Andlisis del marcador JenA::MudJ mediante hibridacién Southern.

Para determinar si el marcador Jeud::MudJ efectivamente se integré en una
region homologa en el cromosoma de las cepas a las cuales se transfirid, se compar6 el
patron de restriccion EcoRI del DNA cromosomal de cada una de las cepas mediante
Southernblot, usando como sonda el plasmidic pCV47 completo. Se muestra en la
Figura 1b un esquema del plasmidio pCV47, que contiene el operon Jex silvestre de S,
typhimurium y su mapa de restriccion EcoRI. Se observa en el autoradiograma que S.
tphi y S. typhimurium silvestres presentaron patrones de restriccion similares en la zona
del operdn lex, con 4 bandas reconocidas por la sonda (Fig. 1b, carril 1 y 2), lo cual
indicaria que no existen diferencias en la region Jen, detectables por este método. Al
comparar el patron de restriccion con la endonucleasa Pstl, tampoco se detectaron

diferencias entre S. fyphi y S. typhimurium.

MudJ presenta un sitio de corte con Ja endonucleasa EcoRI en su secuencia, lo
cual modifica el patron de restriccion de las mutantes respecto a las cepas silvestres. La
banda de aproximadamente 5,1kb, donde esta inserto el MudJ, desaparecid generando
una banda de 5kb y una de 11,5 kb aprox. (Fig: 1b, carriles 3 a 7). Se observd el mismo
patrdn tanto en la cepa mutante de S. fphi que fire la dadora del marcador Jeud::Mud]
durante la transformacién (Fig. 1b, carril 4), como en las cepas de S. Hyphimurium
mutantes obtenidas por transformacién (Fig. 1b, carril 5 y 6). Lo mismo se observo para
la cepa obtenida por transduccién desde una de las transformantes (Fig. 1b, carril 7).
Este resultado sugiere por lo tanto que la insercion del marcador leud::MudJ fue debida
a recombinacion homologa, sin alteraciones como reordenamientos o deleciones

detectables por este analisis.
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1.5, Eficiencia de transformacién en mutantes del sistema de restriccion hsd
Considerando que S. typhi y S. typhimurium son especies distintas, cuyo material
genético difiere en 1-2% (Sharp, 1991), se estudié si la anulacion del sistema de
restriccion de S. fphimurium dependiente de los genes hsd, podria aumentar la baja
eficiencia de transformaciéon con DNA cromosomal lineal de S. #yphi detectada hasta
este momento. Asi, se introdujeron las mutaciones recD y mutS en la cepa SL4213, S,
typhimurium mutante en hsd. Se construyeron las cepas MA5379 (hsd mutS), MA5380
(hsd recD) y MA5383 (hisd mutS recD) como receptoras de transformacién (Tabla 1). La
mutante recBD sbcE no pudo ser incluida en este grupo debido a que estas mutaciones
no fueron transferibles por transduccion. Este grupo de mutantes fue transformado con
DNA cromosomal de las cepas auxotréficas de S. fyphi TyT2123 (hisC:MudJ),

TyT2124 (proU::MudJ) y TyT2132 (leuA::MudJ).

Usando Ia cepa SL4213 como receptora (mutante del sistema de restriccion tipo
I, hsd), no se obtuvo transformantes. Esta vez, sin embargo, al transformar la triple
mutante Asd recD mutS con el DNA de la cepa AisC::Mud] fue posible obtener
transformantes. Respecto 2 Ia eficiencia obtenida con el DNA cromosomal de las cepas
mutantes de S. fyphi proU::MudJ y leud::MudJ, se logré un aumento de 10 veces
respecto a la obtenida con las cepas que no poseian la mutacién hsd. Esto sugiere por lo
tanto que, por un lado, el sistema hsd defectuoso por si solo no es suficiente para
permitir la transformacién con DNA lineal, y por otro lado que en conjunto con las

mutaciones recD) y mutS aumenta la eficiencia de transformacién cuando se usa DNA

cromosomal lineal de S. fphi.
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L.6. Localizacién de la mutacién en cepas auxotréficas de S. typhi

Una vez demostrado que la transferencia de determinantes de resistencia desde S.
typhi a 8. typhimurium mediante transformacion, es un evento factible y que consecuen-
temente se transfiere el fenotipo asociado a la mutacidn, se estudid si era posible

extender este procedimiento a otras mutantes de S. #yphi por insercion de Mud]J.

A partir de una coleccién de mutantes auxotroficas de S. #yphi obtenidas en
nuestro laboratorio por insercidn al azar de MudJ y seleccionadas por el fenotipo, se
escogieron 5 mutantes para las cuales se desconocia la ubicacion de la insercién MudJ
(Tabla 1): TyT1009, Metionina™ (Met’), TyT1015, Arginina” (Arg), TyT1020,
Isoleucina” (Ilv); TyT1031, Leucina” (Leu’); y TyT1041, Fenilalanina™ (Phe’). Se extrajo
¢l DNA cromosomal de ellas para transformar la cepa S. typhimurium MAS383 (recD
mut§ hsd), que fue la cepa receptora que presentd mayor eficiencia de transformacion.
La marca MudJ de las transformantes obtenidas (Lac’, Kan") fue transferida a S.
typhimurium silvestre (1.T2) mediante transducciéon con P22 HTint. Se verificod en estas
cepas que la auxotrofia correspondiente también fuera transferida a la cepa silvestre de

S. typhimurium,

A continuacién, se maped el gen de S. fyphi en la cepa de S. Hyphimurium
resultante, de acuerdo al mapa descrito para S. fyphimurium (Sanderson y col., 1995).
Para ello se usd la coleccién de lisados MudP22, construida por Benson y Goldman,
1992 (Tabla 5). Se ubicé la regidn del cromosoma donde se encuentra la insercion MudJ
que abarca dos a tres minutos, por la resolucién del método. Para el caso de la cepa Met,

cuya insercién MudJ fue ubicada enla region del minuto 67 al minuto 69, se pudo
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asociar la auxotrofia al gen merC, que se encuentra en el minuto 69,1 del cromosoma de
§. typhimurium. La mutante Arg” presentd una insercion en la region que comprende los
minutos 64 al 66, que podria indicar una insercion en el gen argd, mapeado en el minuto
65,1. Por altimo, la cepa Phe, al parecer presenta la insercion MudJ en el gen phed,
puesto que mapeo en la region entre el minuto 56 y 58 en el mapa de S. fyphimurium y
este gen se encuentra en el minuto 58,3. Para las cepas IIv' y Leu™ s6lo se pudo sugerir
un operon completo, puesto que con estos resultados no fue posible discriminar mas
finamente. De esta forma, la mutante auxotréfica para isoleucina, mapeada en la region
comprendida entre los minutos 85 y 86, deberia presentar la insercién en algiin gen del
operén ilv ubicado en el minuto 85,2. Por su parte, la mutante auxotréfica para Leu, cuya
insercién fue ubicada en la region del minuto 1 al minuto 3 del cromosoma de S.
typhimurium, probablemente presente la insercion en el operén Jex ubicado en el minuto

29.

De esta forma, se probd la utilidad del método de transferencia de un marcador
MudJ desde S. typhi a una cepa de S. fyphimurium, lo cual permite por un lado mapear la
insercion en cuestion, y por otro lado permite transferir la mutacién mediante
transduccién a la cepa de S. yphi silvestre, completando en forma indirecta el
“backcross”, que file uno de los objetivos del desarrollo de este método (Toro y col.,

1998).
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1.7. Transformacién usando cepas de S. fyphi como receptora

Explorando otra alternativa de transferencia de marcadores cromosomales entre
cepas de S. fyphi, se estudio la posibilidad de transformar con DNA cromosomal cepas
receptoras mutantes en los sistemas recD y mutS de S. typhi directamente. De esta
forma, se eliminaria la etapa intermedia de transferencia del marcador a una cepa de S.

typhimurium, requerido por el método planteado anteriormente.

Con este objetivo, se prepararon las mutantes Ty2 recD, Ty2 mutS y Ty2
" recDmutS, mediante transduccion de las mutaciones usadas en este trabajo. Se evalu6 la
eficiencia de transformacion con DNA de las cepas de S. #yphi auxotroficas obtenidas
por transduccion desde S. fyphimurium: TyT2123 (hisC::Mudl]), TyT2124 (proU::MudJ)
y TyT2132 (Jeud::MudJ). Se electroporaron las cepas Ty2, Ty2 recD, Ty2 mutS y Ty2
recDmutS, usando las condiciones descritas para las cepas de S. fyphimurium. Los

resultados se muestran en la Tabla 6.

En lineas generales, se puede observar que la mutante Ty2 recDmutS presenta la
mayor eficiencia de transformacién, cualquiera sea el marcador que se transfiere,
resultado similar a lo detectado usando S. #yphimurium como receptora. Por otro lado, la
mutacion mutS por si sola favorecié la obtencién de transformantes. Este resultado
podria reflejar el hecho que las cepas de S. #yyphi auxotroficas son en realidad hibridos,

I
cuyo marcador auxotrofico proviene de S. yyphimurium,




TABLA 6. Transformacién de cepas de S.7yphi con DNA cromosomal
de mutantes 8 fyphi ::MudJ auxotroficas

N° de transformantes®

Cepa receptora DNA de mutantes de S. tphi
S. typhi hisC::Mud]  proU:Mudl  leud::Mud]
silvestre 1 0 5
mutS 5 3 8
recD 1 1 10
recD mutS 20 15 41

*: los resultados se expresan como N° de transformantes Kan" Lac’ por 10"

bacterias viables después de la electroporacién, usando 2,5 pg de DNA
cromosomal. Sé muestra un experimento representativo de al menos 6 ensayos
independientes. El fenotipo auxotrofico fue corroborado para cada

transformante.
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Lo mas sorprendente de estos ensayos fue el hecho que S. fyphi Ty2 silvestre,
usada en principio como control negativo, fuera transformada con el DNA lineal de las

cepas auxotroficas hisC y leuA.

Considerando estos resultados, se transformé con DNA de cepas mutantes de S.
typhi obtenidas directamente por mutagenizacion con MudJ, y se lograron resultados
semejantes, es decir, se obtuvo transformantes con las mutantes en los sistemas recD y
mutS, pero también hubo transformantes usando Ia cepa silvestre como receptora. De
esta forma, se pudo llevar a cabo la transferencia directa de un marcador de S. fyphi a S,

typhi silvestre, sin necesidad de usar cepas intermediarias.

2. Caracterizacién del fenotipo invasor de S. #yphi a la linea celular HEp-2

2.1. Caracterizacion del fenotipo invasor de S. #yphi silvestre

S. typhi es capaz de invadir células epiteliales en cultivo y también células M
derivadas de ratén (Kohbata y col., 1986; Mroczenski-Wildey y col., 1989; Mills y
Finlay, 1994). Ambos tipos celulares estin presentes en las placas de Peyer a nivel del
ileo distal, lugar por el cual S. #phi atraviesa la barrera epitelial humana, produciendo
una enfermedad sistémica. El fenotipo invasor de la bacteria es expresado cuando la
bacteria se pone en contacto con la célula epitelial, y estaria inducido por las condiciones
ambientales que prevalecen durante ese contacto. Se ha visto que para otros
enteropatogenos como Shigella flexneri y Salmonella typhimurium las condiciones de

crecimiento bacteriano, como la disponibilidad de oxigeno, la temperatura y la
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osmolaridad del medio, modifican la capacidad de invadir cultivos celulares (Maurelli y

col., 1984; Maurelli y Sansonetti, 1988; Schiemann y Shope, 1991).

Para determinar qué condiciones ambientales afectan el fenotipo invasor de S,
bphi silvestre in vitro, se estudi6 el comportamiento de la bacteria silvestre frente a
células HEp-2, creciendo la bacteria en distintas condiciones, previo al ensayo de
invasion. El ensayo utilizado consiste en incubar las bacterias con una monocapa de
células epiteliales para permitir la internalizacion de la bacteria, eliminar aquéllas que no
invadieron el cultivo por incubacién con un antibidtico que no penetra al interior de la
célula (gentamicina), y luego romper la monocapa para recuperar y contar las bacterias
viables intracelulares. Se usé en este estudio la linea HEp-2, que corresponde a células

epiteliales de origen humano.

Se evalué en primer lugar si el crecimiento de la bacteria en medio rico o en
medio minimo influia en el fenotipo invasor de S. #phi, manteniendo ambos cultivos a
37° y en condiciones aerdbicas. Analizando un ensayo representativo (Tabla 7), se
observo que cuando las bacterias fueron crecidas en LB (medio rico), el 0,42% de las
bacterias invadieron el cultivo celular. Esta capacidad fue dristicamente reducida
cuando la bacteria fue crecida en un medio minimo, ya que solo el 0,0013% de las
bacterias inoculadas pudieron invadir la monocapa de células HEp-2. Cuando se
comparo el fenotipo‘ invasor de S. yphi silvestre al crecer la bacteria en los mismos
medios, esta vez en condiciones anaerdbicas, se observo que, crecida en medio rico S

hi invadié un 3,98% respecto al indculo inicial v cuando se crecid en un medio
D Yy
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TABLA 7. Efecto de las condiciones de crecimiento y medio de cultivo en el
fenotipo invasor de S. #yphi Ty2*

Medio de crecimiento Aerobiosis Anaerobiosis Anaer/Aer
Caldo Luria (LB) 0,42 2,98 7,1
Medio minimo E* 0,0013 0,0081 6,3

*: El resultado se expresa como % de bacterias que fueron intemalizadas por la monocapa de
células epiteliales HEp-2 respecto al indculo agregado en el ensayo, Las bacterias fueron
crecidas a 37°C, y se us6 una multiplicidad de infeccién. de- 10 bacterias por célula HEp-2. Fn la
tabla se presentan valores de un ensayo representativo. Cada experimento fue repetido al menos
tres veces.

#: el medio minimo fue suplementado con cisteina v triptofano.
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minimo solo lo hizo en un 0,008% (Tabla 7). Se registrd en ambos casos un aumento de
alrededor de 300 veces en la capacidad de S. #phi de invadir células HEp-2 cuando la
bacteria fue crecida en un medio rico como LB, Este resultado sefiala la importancia de
la composicion del medio de crecimiento bacteriano en la expresién de los factores

necesarios para llevar a cabo este evento,

Una de las condiciones que encuentra la bacteria en el intestino durante el
contacto con la barrera epitelial, es la baja disponibilidad de oxigeno. Este factor
aumenta la capacidad de invadir de S. gyphimurium (Schiemann y Shope, 1991) respecto
a la bacteria crecida en ambiente aerdbico. Por lo tanto, se determiné el efecto de esta
variable en el comportamiento de S. #)phi midiendo la eficiencia de invasion al crecer la
bacteria en aerobiosis y anaerobiosis. Se pudo detectar que para esta bacteria hay un
aumento de 7-10 veces en la capacidad de invadir células HEp-2 cuando es crecida en
condiciones anaerdbicas. Este resultado file observado al crecer las bacterias tanto en

medio minimo como en medio rico (Tabla 7).

Los enteropatogenos estdn presentes en aguas contaminadas, donde el ambiente
generalmente presenta temperatura y osmolaridad menor que aquélias que la bacteria
encuentra en el hospedero. Se ha demostrado que cambios en estos parametros también
influyen sobre la capacidad de la bacteria de invadir células en cultivo. Para determinar
el efecto de la osmolaridad en la capacidad de invadir las células epiteliales, se creci6 la
bacteria en medio LB preparado con distintas concentraciones de NaCl. Se observé que
al variar la osmolaridad del medio, la capacidad de S. fphi de penetrar a células

epiteliales fue modificada desde un 1% registrado a la osmolaridad mas baja hasta un
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13%, obtenido al crecer la bacteria en LB preparado con 10 g/l de NaCl.
Concentraciones de NaCl mayores disminuyeron la capacidad de S. ayphi de invadir
(Figura 2). Este resultado sugiere que existe un rango de osmolaridad en el cual el
fenotipo invasor es favorecido, y este rango que frecuentemente fue entre 5 y 10 g/l de
NaCl, estaria relacionado con la osmolaridad que la bacteria encuentra en el interior del

hospedero.

La temperatura de crecimiento de la bacteria también es una sefial del medio
ambiente que modifica la capacidad de invadir células epiteliales, como se ha
demostrado para bacterias del género Shigella y Yersinia (Maurelli y col., 1984). Sin
embargo, para S. fphi la variacion de temperatura de crecimiento de la bacteria entre

30° y 37° no alterd la invasividad a células HEp-2.

De esta caracterizacion del fenotipo invasor de S. fphi se determind como
condiciones de crecimiento bacteriano estandares, previo al ensayo de invasion: LB {que
contiene 5 g/l de NaCl) a 37°C, en condiciones anaerGbicas. Estas condiciones en

conjunto favorecerian la expresion de los factores necesarios para que la bacteria sea

internalizada por la célula eucariética no fagocitica.

)
2.2, Caracterizacién de mutantes de S. fyphi defectuosas en invasién

Considerando que la disponibilidad de oxigeno modula la expresion del fenotipo

invasor de S. fphi, se estudi6 si genes regulados por anaerobiosis en S. fyphi estan
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Figura 2. Efecto de la osmolaridad sobre el fenotipo invasor de Salmonella typhi
silvestre en células epiteliales HEp-2. La cepa silvestre Ty2 fue crecida en LB
preparado con distintas concentraciones de NaCl, para variar la osmolaridad del medio.
Las bacterias fueron crecidas a 37°C en condiciones anaerdbicas. Se usé una
multiplicidad de infeccion de 10 bacterias por célula HEp-2 en el ensayo de invasion.
Los resultdos se expresan como % de bacterias internalizadas respecto al inéculo inicial.
Se grafica un ensayo representativo.
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involucrados en la capacidad de la bacteria de penetrar a células eucariéticas. Para ello,
se generd una coleccidon de aproximadamente 12.000 mutantes por insercion del fago
transposén MudJ en el cromosoma de S. #phi. Se seleccionaron los clones cuyo gen
mutado fue regulado por la disponibilidad de oxigeno del medio. Esta regulacion se
evidencid por una marcada diferencia de la expresion del gen reporterc presente en
MudJ (B-galactosidasa) al crecer la bacteria en condiciones aerébicas y anaerdbicas. De
un total de 365 mutantes reguladas por la disponibilidad de oxigeno, 26 fieron inducidas
en anaerobiosis. Mediante ensayos de invasion a células HEp-2 in vitro, se determind
que 10 de las 26 mutantes previamente seleccionadas presentaron defectos en la
capacidad de invadir células epiteliales (Contreras, 1994). A partir de este trabajo previo,
se pudo caracterizar fenotipicamente algunas de las mutantes, lo cual permitio sugerir la
participacion de genes involucrados en el metabolismo del nitrato en la capacidad de S.

typhi de invadir células epiteliales (Contreras y col., 1997).

El trabajo desarrolladoc en esta tesis tuvo como objetivo caracterizar
genéticamente algunas de estas 10 mutantes, para tratar de identificar el gen, que
inducido en anaerobiosis, participa también en el fenotipo invasor de S. #yphi. Para ello,
fue necesario, en primer lugar, elaborar un método que permitiera transferir la mutacion
a una cepa silvestre y determinar si el fenotipo detectado en la mutante original se repite

en la cepa resultante (backcross).
E
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2.3. Caracterizacién de las mutantes defectuosas en invasion después del
“backcross”

Se estudiaron las mutantes NN19, JJ3, DD46 y C17, que fueron seleccionadas
por ser inducidas en anaerobiosis y presentar defectos en Ia invasion a células HEp-2. Se
transfirié el marcador MudJ de cada una de ellas a S. yphi silvestre, mediante la
estrategia desarrollada previamente, que consistié en transformar con DNA cromosomal
de cada una de las mutantes a la cepa de S. fphi silvestre. Se transfirid ademas el
marcador a 8. fyphimurium, transformando la cepa MA5383 (recD mutS hsd). Luego,
por transduccion desde esta tiltima cepa se lievé el marcador MudJ a las cepas de S.

typhimurium silvestre (L'T2 y 14028).

2.3.1. Anilisis mediante Southern blot

En primer lugar, se demostro la transferencia del marcador MudJ a estos nuevos
contextos genéticos mediante Southern blot. Se compararon los patrones de hibridacién
de las mutantes originales y sus respectivas derivadas, usando dos sondas pertenecientes
a la secuencia de MudJ (un fragmento HindIII/Pstl y un fragmento HindIII/BamHI
derivados del plasmidio pJP317). Las muestras de DNA cromosomal fueron digeridas
con EcoRI, se separaron los fragmentos por electroforesis en gel de agarosa y se
transfirié el gel a una membrana de Nylon. Esta membrana fue hibridada con el
fragmento HindIII/PstI (Sonda 1), luego fue lavada segun las indicaciones del fabricante,
para hibridarla posteriormente con el fragmento HindlIl/BamHI (Sonda 2). En la Figura

3 se muestra el resultado de la hibridacion para la mutante C17 y Ia mutante NN19.
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Figura 3. Anilisis por hibridacién Seuthern de las mutantes obtenidas por
transferencia del marcador MudJ desde S. typhi a 8. typhiy a S. typhimurium. Se
muestra un esquema del transposén MudJ y su mapa de restriccion. El fragmento
HindIlI del transposén fue clonado en el plasmidio pJP317, a partir del cual se obtuvo la
sonda 1 (fragmento HindIII/Pstl) y la sonda 2 (fragmento HindIII/BamHI). Ambas
fueror marcadas usando nucleétidos biotinilados. Muestras de DNA cromosomal de cada
cepa fueron digeridas con EcoRI y separadas mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1%. El gel fue transferido a membrana de Nylon, prehibridado e hibridado en
condiciones de alta estrictez, de acuerdo a las indicaciones de Photogene System
Detection. En el panel A se muestra el patron de hibridacién obtenido con la sonda 1. En
el panel B se muestra la hibridacion obtenida con la sonda 2, usando la misma
membrana previamente lavada. Las muestras de DNA provienen de las siguientes cepas:
1, 8. oyphi C17; 2, S. typhi TyT2161, obtenida por transferencia de la mutacién C17 a S,
Dyphi silvestre; 3, S. typhimurium MA5419, obtenida por transferencia de la mutacion de
la cepa C17 a §. typhimurium silvestre; 4, S. typhi NN19; 5, S, typhi TyT2163, obtenida
por transferencia de la mutacién NN19 a 8. gyphi silvestre; 6, S. typhimurium MAS5432,
obtenida por transferencia de la mutacién de fa cepa NN19 a S, syphimurium silvesre.
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Como se muestra en el esquema de la figura 3, MudJ presenta 1 sitio de corte con
la enzima EcoRI. Se espera que la Sonda 1 hibride con dos fragmentos cuando se digiere
el DNA de una mutante MudJ con EcoRI. Se observd que el perfil de hibridacién de la
cepa C17 mostré méas de dos bandas (Fig. 3, panel A, carril 1). La cepa NN19, en
cambio, presentd dos bandas, como se esperaba para mutantes con insercién tinica de
Mud] (Fig. 3, panel A, carril 4). Las cepas derivadas de la mutante C17, tanto en S, typhi
como en S. fyphimurium (Fig. 3, panel A, carriles 2 y 3), mostraron el mismo patrén de
hibridacion, que consistié en un duplete. Las cepas derivadas de la mutante NN19 (Fig.
3, panel A, carriles 5 y 6) presentaron dos bandas, similares en tamafio a las observadas

para la mutante original.

La Sonda 2 hibrida sélo con un fragmento de MudJ digerido con EcoRI, que
corresponde al segmento que contiene el gen de resistencia a Kan (aph). La hibridacién
de la cepa C17 (Fig. 3, panel B, carril 1) dio, sin embargo, dos bandas reconocidas por
esta sonda. Las cepas derivadas de C17, en cambio, presentaron una banda de
hibridacién, cuyo tamafio coincidié con una de las bandas presentes en la cepa C17 (Fig.
3, panel B, carriles 2 y 3). Los carriles 4, 5 y 6 del panel B, correspondientes a las
mutantes derivadas de la cepa NN19, presentaron una banda del mismo tamafio. Este
resultado sugiere fuertemente que la cepa C17 presenta dos inserciones MudJ, de las
cuales s6lo una de ellas fue transferida por transformacion a S. phi y S. typhimurium
silvestres. La cepa NN19 presentaria sélo una insercién de MudJ, que después de ser
transferida a cepas silvestres presenté el mismo patrén de hibridacion, indicando que la

transferencia del marcador cromosomal se llevé a cabo en la region homéloga.
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2,3.2. Anaiilisis del fenotipo de las mutantes
La etapa siguiente en la caracterizacion de las mutantes despuss del “backcross”,
fue demostrar que la insercion MudJ transferida a las cepas de S. syphi y S. typhimurium

silvestre conferia el mismo fenotipo registrado para las mutantes originales.

Las mutantes NN19, DD46, y IJ3, ademés de presentar el gen mutado inducido
en anaerobiosis y presentar defectos en la invasion a células HEp-2, presentaron un
fenotipo resistente a clorato, que estaria determinado por defectos en el metabolismo
anaer¢bico del nitrato (Contreras y col., 1997). El fenotipo resistente a clorato se asocia
a la falta de actividad de la enzima nitrato reductasa, que en anaerobiosis es capaz de
reducir el clorato a clorito, compuesto altamente téxico para la bacteria. Las mutantes
NN19, DD46, y JJ3 no fueron capaces de crecer en anaerobiosis en un medio minimo,
usando nitrato como tnico aceptor de electrones. Sin embargo, la cepa NN19 crecié en
este medio cuando fue suplementado con molibdato, que es cofactor imprescindible para
la actividad de la nitrato reductasa. Se descartd entonces que la mutacion en esta cepa
estuviera en el gen estructural de la enzima nitrato reductasa, nar. Esto sugiere ademas
que el problema de la mutante tiene relacién con la captacién de molibdato, que puede
ser obviado cuando existe exceso en el medio de cultivo. Para las otras mutantes, Jla

adicion de molibdato no tuvo efecto (Contreras y col., 1997).

Dado el fenotipo de lds mutantes originales, se evalué el comportamiento de las
nuevas mutantes frente a las células epiteliales in vitro, se determiné la actividad B-
galactosidasa en condiciones aerdbicas y anaerdbicas; y por dltimo se determiné la

sensibilidad a clorato, analizando uno o dos clones para cada mutante (Tabla 8). Se
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TABLA 8. Caracterizacién de mutantes de S. typhi::MudJ Y sus derivadas en

S. yphimurium

Invasion a células

Cepas * HEp-2"® Fenotipo asociado ¢
S. typhi NN19 12 Clorato"; inducida en anaerobiosis
S.typhimurium MA5432 8 Clorato; inducida en anaercbiosis
S. typhi DD46 45 Clorato"; inducida en anaerobiosis
S.typhimurium MA5438-1 59 Clorato’; inducida en anaerobiosis
S.typhimurium MA5438-2 47 Clorato”; inducida en anaerobiosis
S. typhi C17 3 inducida en anaerobiosis
S.typhimurium MA5442-1 18 inducida en anaerobiosis
S.typhimurium MAS5442-2 20 inducida en anaerobiosis

a: Cada grupo de cepas corresponde a la mutante de S, #yphi parental y clones de §.
typhimurium, obtenidos después de la transferencia de la insercién MudJ desde Ia
cepa parental a la cepa S. fyphimurium 14028. La denominacion 1 y 2 distingue

clones independientes.

b: El resultado se expresa como % de invasién respecto a la cepa isogénica
silvestre. Para S. typhimurium es la cepa virulenta 14028 y para S, typhi es la cepa
Ty2. En la tabla se presentan valores de un ensayo representativo. Cada
experimento fue repetido al menos tres veces.

¢: Todas las cepas presentaron fenotipo Lac’, Kan'".
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evalu6 el efecto de la mutacién en el fenotipo invasor en S, typhimurium usando la cepa

derivada de la cepa virulenta 14028.

La insercién MudJ en la cepa de S. syphimurium MA5432, derivada de la cepa
NNI9, tuvo un efecto importante sobre el fenotipo invasor en células HEp-2 al disminuir
su capacidad a un 8% respecto a la cepa silvestre (Tabla 8). Un efecto similar al
descritose obtuvo para la cepa NN19. Las cepas de S, typhinurium MAS5438 y MA5442,
derivadas de las cepas DD46 y C17 respectivamente, también disminuyeron su fenotipo
invasor en proporci6n similar a las cepas isogénicas. De igual forma, se determiné que
todas las mutantes estudiadas presentaron actividad B-galactosidasa inducida en
anaerobiosis y que para el caso de las cepas NN19, DD46 y J13, la insercidn MudJ
transferida a S. fyphimurium ademéas confiri6 el fenotipo de resistencia a clorato, como

lo observado para la cepa original.

Un resultado similar se obtuvo al caracterizar las mutantes de S, typhi TyT2161,
TyT2163, TyT2164 y TyT2165, obtenidas por la transferencia del marcador MudJ de las
cepas C17, NN19, JJ3, y DD46 respectivamente, a la cepa silvestre Ty2 (Tabla 9). La
actividad B-galactosidasa file inducida en anaerobiosis para todos los clones ensayados y
la capacidad de invadir cultivos celulares disminuy6 respecto a la cepa silvestre. Se

confirmé ademas el fenotipo de resistencia a clorato para las cepas derivadas de NN19 y

DD46.
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TABLA 9. Caracterizacién de mutantes de S, typhi::MudJ y sus derivadas en

S. yphi
Invasién a

Cepas de S. yphi * células HEp-2 ° Fenotipo asociado °
NN1¢ 39 Clorato"; inducida en anaerobiosis
TyT 2163 54 Clorato”; inducida en anaerobiosis
JI3 10 inducida en anaerobiosis
TyT 2164-1 5 inducida en anaerobiosis
TyT 2164-2 8 inducida en anaerobiosis
DD46 9 Clorato"; inducida en anaerobiosis -
TyT 2165-1 37 Clorato”; inducida en anaerobiosis
TyT 2165-2 32 Clorato’; inducida en anaerobiosis
C17 28 inducida en anaerobiosis
TyT 2161 58 inducida en anaerobiosis

a: Cada grupo de cepas corresponde a la mutante de S. #phi parental y clones de S.
Yyphi obtenidos después de la transferencia del marcador MudJ desde la cepa
parental a la cepa de S. fyphi Ty2 silvestre. La denominacidn 1 y 2 distingue
clones independientes.

b: El resultado se expresa como % de invasién respecto a la cepa de §. fyphi Ty2.
En la tabla se presentan valores de un ensayo representativo. Cada experimento
fue repetido al menos tres veces.

c: Todas las cepas presentaron fenotipo Lac”, Kan'.
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2.4. Localizaciéon cromosomal de la mutacién en cepas de S. gphi defectuosas en
invasién a células epiteliales

La insercién MudJ de las mutantes de S. typhi fue mapeada usando las cepas
derivadas de S. typhimurium, basicamente como se describié para las cepas auxotroficas
(Materiales y Métodos). De esta forma, se pudo situar la mutacion de la cepa NN19 en la
region del minuto 16 al minuto 19 en el mapa de S, typhimurium (Tabla 5).
Considerando el fenotipo resistente a clorato y el efecto de molibdato en el fenotipo de
esta cepa, se pudo sugerir que el gen mutado es el gen homélogo a modC, cuyo producto
génico participa en la movilizacién de Molibdato y mapea en el minuto 18,3 del
cromosoma de S. fphimurium. Mutantes en este gen no presentan actividad nitrato

reductasa, lo que conferiria el fenotipo resistente a clorato.

Analogamente, se localizo la insercién MudJ de la cepa JI3 entre los minutos 17
y 19 del mapa de S. typhinmurium (Tabla 5). Sabiendo que la mutante I3 no es capaz de
crecer en un medio minimo con nitrato como tinico aceptor de electrones, afin cuando se
agrega Molibdato al medio, se sugiere que el gen homélogo a moad (minuto 19) es el
gen interrumpido por la insercion de MudJ. Este gen también estd relacionado al

metabolismo del molibdato y a la actividad nitrato reductasa.

La mutacién de la cepa DD46 fue mapeada en Ia regién que comprende los

[
minutos 67 al 69 de S. pphimurium, region en la cual se han descrito algunos genes
inducidos en anaerobiosis como oxdd, aniG y aniF (Sanderson y col., 1995), sin

embargo, mutantes en estos genes no han sido caracterizados en relacion al fenotipo
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invasor in vitro, ni al efecto que puedan tener en la virulencia de la bacteria, por lo que

no se puede sugerir la identidad del gen mutado en base a esta informacién,

Para €l caso de la mutante C17, la mutacion se ubicod entre el minuto 91 y el
minuto 93 (Tabla 5). En esta region también se han descrito varios genes regulados por
anaerobiosis (aniD, oxdB, fdhF), que hasta Ia fecha no han sido relacionados con el

proceso de invasion a células epiteliales, ni con la virulencia de Salmonella.

Las mutantes DD46 y C17 fueron posteriormente secuenciadas, y de acuerdo a
esos resultados se puede sugerir la identidad de los genes mutados por la insercién
MudJ. La cepa C17 tendria la insercion en el gen homélogo a fdhF, que codifica para la
enzima formiato deshidrogenasa FdhH. Este gen fue localizado en el minuto 02,8 en el
crohosoma de S. yyphimurium y en el minuto 92,4 en el mapa de E. coli. La mutante
DD46 probablemente tiene la mutacién en el gen homélogo a uxaC descrito solo para E.
coli, que codifica para la enzima uronato isomerasa y que se localiza en el minuto 69,5

(Tabia 5).

3. Caracterizacién molecular de Ia mutacién en Ia cepa C17

3.1. Clonamiento de la insercién MudJ dela cepa C17
Los métodos clasicos de clonamiento no han sido efectivos para clonar Ias

mutaciones con insercion MudJ, debido probablemente a secuencias propias del fago
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Mu pueden inducir reordenamientos internos y deleciones en el vector de manera que lo

inestabilizan (Albertini y col., 1982; Bi y Liu, 1994).

Esta dificultad puede soslayarse mediante el clonamiento de un fragmento de la
insercién MudJ facilmente seleccionable, en vez del elemento completo. Se intenté por
lo tanto, clonar el fragmento que contiene el gen de resistencia a Kan, presente en un

extremo de MudJ, y la region de DNA cromosomal adyacente a la insercion.

Para ello se digiri6 el DNA cromosomal de la cepa C17 con la endonucleasa Sall.
Luego se resolvi6 la digestién mediante electroforesis en gel preparativo de agarosa. Se
cort¢ el trozo de agarosa que contenfa los fragmentos entre 4 a 6 kb, los que fueron
purificados y posteriormente ligados al vector pBluescript I KS (+). La mezcla de
ligacion fue usada para transformar la cepa de £. coli DH5c. Se seleccionaron 6 clones
que contenfan plasmidio y eran resistentes 2 Kan y Amp. La digestion de estos
plasmidios con la endonucleasa Sall liberé el fragmento clonado, que para los 6 clones
fue de tamafio aproximado a 4kb. Un anilisis de restriccion con HindIII y Pstl permitid .
identificar el mismo patron de restriccion para los 6 clones, lo que sugirié que todos
presentaban el mismo inserto. Uno de los clones, denominado pCT17, fue
esquematizado en la Figura 4: en colores, el inserto de DNA de-4dkb proveniente de la
cepa C17; en azul, el segmento de DNA que corresponde al extremo de MudJ que
contiene el marcador de resistencia a Kan, limitado por los sitios de corte para las
enzimas Sall y Hindlll, y el extremo izquierdo de Mu; en rojo la regién de DNA
cromosomal adyacente a la insercién MudJ en la cepa C17, que posee un sitio de corte

para la enzima Pstl.




Pstl

Figura 4. Esquema del plasmidio pCT17. Se clon6 el marcador de resistencia a Kan
proveniente de la cepa C17 en el sitio Sall del vector pBluescript IT KS (+). El inserto de
4kb, presenta un sitio de corte para HindIII y uno para Pstl como se indica en la figura.
Se representa en color azul el segmento de MudJ que codifica para la resistencia a Kan y
el extremo izquierdo de Mu. El fragmento rojo corresponde a la secuencia de DNA
cromosomal de la cepa C17, adyacente a la insercién de MudJ de aproximadamente 1,5
kb. Se muestran los oligonucleétidos M13-20 y Mu-L, que fueron usados como
partidores para las reacciones de secuenciacion del inserto.

73
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3.2. Secuenciacién del gen interrumpido por la insercién MudJ en la mutante C17

3.2.1. Secuenciacion a partir del plasmidio pCT17

Se usaron dos métodos para secuenciar parcialmente el inserto clonado en el
plasmidio pCT17. El fragmento de DNA cromosomal inmediatamente adyacente a la
insercién MudJ fue secuenciado usando un partidor complementario a la secuencia de
DNA del extremo de Mu (Mu-L), segin las indicaciones del kit firol de PROMEGA. De
esta forma se logré obtener la secuencia nucleotidica de un fragmento continuo de 400
pb, denominado C17-400pb. Para secuenciar el extremo opuesto del fragmento clonado
en pCT17, se uso el kit SEQUENASE y un partidor universal complementario con Ja
secuencia adyacente al sitio de clonamiento del vector (M13 -20) (Fig. 4). Se obtuvo asi

la secuencia nucleotidica de un fragmento de 250 pb, denominada C17-250pb.

Ambas secuencias fueron comparadas con otras presentes en bancos de datos
mediante el programa BLAST (Altschul y col., 1997). El anélisis de estas secuencias
indic6 que ambas presentaron homologia con el gen f@hF de E. coli, que codifica para la

enzima formiato deshidrogenasa, F¢hH (Zinoni y col., 1986).

Usando el método de Clustal (Higgins y Sharp, 1989), se establecio que la
secuencia de nucledtidos del fragmento C17-400pb presentd un 91% de similitud con la
secuencia del gen fdhF. Se detectaron 378 nucledtidos idénticos de los 412 comparados,
considerando sélo dos “gaps” (Figura 5). La secuencia de 130 aminoacidos deducida a
partir de este fragmento mostré un 97% de similitud con el producto génico de fdhF, al

hacer un alineamiento de estas secuencias mediante el programa BLAST (Altschul y
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Figura 5. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del gen JdhF de E.coli y del
gen mutado por la insercion MudJ en la cepa C17. Usando el método de Clustal
(Higgins y Sharp, 1989), se comparé el fragmento del gen JdhF de E.coli desde el
residuo 200 al 650, con la secuencia C17-400pb obtenida desde el plasmidio pCT17, y la
secuencia C17-100pb obtenida desde el lisado MudP de la cepa S. typhimurium
MA5419/MudP. Los residuos que difieren de la secuencia del gen de E. coli fueron
achurados con rojo.
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col., 1990) (Figura 6). Una caracteristica relevante del gen JahF es el coddn TGA en la
posicion 417 del gen, que corresponde normalmente a un codén de término de la
traduccion pero en este caso codifica para el aminoécido selenocisteina, presente en muy
pocas proteinas. Este residuo es imprescindible para Ia actividad del producto génico de
JdhF: FdhH (Zinoni y col, 1986). Se destaca la conservacion de este coddn
correspondiente a la selenocisteina, ubicada en la posicién 140 de la proteina de E. coli
(Figura 6). El aminoécido selenocisteina no es reconocido como tal en este programa,
pero esta presente en ambas secuencias en la misma region, asi es que se reemplazd por

una letra X marcada en rojo, en la posicién 140 de la proteina de E. coli (Figura 6).

La comparacion de la secuencia nucleotidica del fragmento C17-250pb present
menor similitud que el fragmento anterior: 90% al comparar un fragmento de 125pb y
70% al comparar el fragmento completo de 250pb, sugiriendo que existe mayor
variabilidad dentro de la proteina en el extremo C-terminal. De hecho, la secuencia del
péptido de 80 aminoacidos, deducido a partir del fragmento C17-250pb, presenté solo

un 50% de similitud con la secuencia correspondiente a la proteina FdhH (Figura 7).

La Figura 8 representa la secuencia completa del gen estructural de fdhF de E.
coli tomada de un banco de datos con el N° de acceso: M13563, gb. En este esquema se
muestra Ja posicion de las secuencias C17-400pb y C17-250pb relativas al gen de E. coli
en color rojo. Se indica ademds el posibie corte Sall reconocido en S. #phi, que no esta
presente en E. coli. El analisis de la secuencia del gen fZhF de E. coli indic que este gen
tampoco presenta un sitio de reconocimiento para la enzima Pstl, a diferencia de lo

observado en el fragmento de DNA clonado en el plasmidio pCT17 (Figura 4).
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Figura 6. Alineamiento de la secuencia de la proteina FdhH de E, coli y la secuencia
de aminodcidos deducida a partir del fragmento C17-400pb. Se compara el
fragmento correspondiente a los primeros 200 aminoéacidos de la proteina de E.coli y el
péptido deducido del fragmento C17-400pb completo, usando el método de Clustal
(Higgins y Sharp, 1989). Los residuos que difieren fueron achurados con rojo. El
aminoacido selenocisteina se indica con una X de color rojo en la posicion 140 de la
proteina de E. coli.
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Figura 7. Alineamiento de las secuencias del gen fdhF y la proteina FdhH de E. coli
con el fragmento C17-250pb. En A, se compara la secuencia nucleotidica de un
fragmento del gen fdhF de E.coli (residuos 1451 al 1751) con la secuencia C17-250pb
obtenida desde el plasmidio pCT17. En B, se compara el fragmento correspondiente a
los aminoacidos 491 al 590 de la proteina FdhH de E.coli y el péptido deducido del
fragmento C17-250pb. Para todas las comparaciones se utilizo el método de Clustal
(Higgins y Sharp, 1989). Los residuos que difieren de las secuencias de E. coli fueron

achurados con rojo
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Figura 8. Secuencia nucleotidica del gen fdhF de E. coli. La secuencia de 2971 pb
registrada con el numero de acceso M13563 (gb), contiene la secuencia del gen
estructural de fdhF" de E. coli. Se muestra un segmento de esta secuencia, donde se
destaca en azul el codon de inicio y término de traduccion en las posiciones 749 y 2894,
respectivamente. En rojo se destacan las regiones de DNA que fueron secuenciadas a
partir del plasmidio pCT17 de S. fyphi y que presentaron similitud con la secuencia de E.
coli. Estas corresponden al fragmento C17-400pb (940 al 1356), y al fragmento C17-
250pb (2231 al 2478). En negrita y subrayado se muestra la probable region de insercion
de MudJ en el clon C17 de S. fyphi. En negrita se muestra la probable secuencia
reconocida por Sall en S. #yphi, que permiti6 clonar el segmento de DNA de alrededor de
1,5kb desde la cepa C17. Se subrayo en rojo el codén TGA para selenocisteina, ubicado
en la posicion 1165.
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3.2.2, Secuenciacién a partir del lisado de la cepa MA5419/MudP

Una segunda estrategia para secuenciar el gen mutado por la insercion MudJ,
consistid en reemplazar el fago-transposdn MudJ presente en una cepa de S
typhimurium, por el fago hibrido MudP22, que permite obtener un lisado enriquecido en
los genes adyacentes a la insercién (Figura 9). La obtencidn de los derivados MudP y
MudQ de una cepa presenta la ventaja que al inducir estos fagos, cada uno empaca DNA
dentro de la particula viral en direccién opuesta, de esta forma se logra amplificar en un
caso (induciendo MudQ) el extremo 5' del gen mutado y en el otro caso (induciendo
MudP) se enriquece el lisado en el lado 3' del gen (Figura 9). Los lisados obtenidos
fueron concentrados y el DNA de las particulas fue extraido para ser usado como
templado en la reaccién de secuenciacion. Todas las mutantes que fueron mapeadas
requirieron el traspaso de la mutacién MudJ al cromosoma de S. fphimurium, de
manera que fue posible hacer este reemplazo de marca en las cepas previamente
preparadas y obtener la cepa lisdgena de MudP22, para luego secuenciar el gen mutado

sin recurrir a la etapa de clonamiento.

Se obtuvo el derivado MudP a partir de la cepa de S. yyphimurium MAS5419, que
contiene la mutacion MudJ presente en la cepa C17. Se extrajo DNA del lisado MudP y
se secuencié el DNA adyacente a la insercion MudJ usando el kit fino! de PROMEGA y
el partidor Mu-L, disefiado para la secuencia del extremo izquierdo de Mu. §e obtuvo asi

la secuencia nucleotidica de un fragmento de 100 pb, denominado C17-100pb.

C17-100pb, obtenido desde la cepa de S. fyphimurium MA5419/MudP, presentd

una gran similitud con la secuencia obtenida desde el clon pCT17 proveniente de S
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Figura 9. Derivados del fago Mu. En la figura se representan los elementos Mudl,
MudP y MudQ. MudJ corresponde a un fago Mu defectivo que no posee las

transposasas, contiene el gen aph (resistencia a kanamicina) y el operdn /ac sin promotor.
MudP y MudQ corresponden a fagos hibridos que contienen los extremos derecho (rojo)

e izquierdo (azul) del fago Mu, flanqueando un derivado del fago P22 cuyo marcador de
seleccion es la resistencia a cloranfenicol. MudP y MudQ difieren en la orientacién del
derivado P22 con respecto a los extremos de Mu. El esquema muestra a los elementos
MudJ, MudP y MudQ interrumpiendo la secuencia de un gen X. Px corresponde al

promotor de dicho gen.
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Hyphi, y también mostré similitud con la secuencia del gen fdhF de E. coli. El
alineamiento de estas tres secuencias, mediante el método de Clustal (Higgins y Sharp,
1989) confirmé que existe un 90% de secuencia idéntica a la secuencia de E. coli en el

fragmento de 400 pb (Figura 8).

3.3. Caracterizacién del gen homélogo a fdhF de E. coli en S. typhi

Los resultados de secuenciacion sugieren fuertemente que el gen mutado en la
cepa C17 corresponderia al homdlogo de fdhF en E. coli. La presencia de este gen no ha
sido descrita atin en S. #yphi; por otra parte, el gen homdlogo en S. typhimurium esta

mapeado, pero su secuencia no ha sido reportada aiin,

Para confirmar que la mutacién MudJ est4 presente en el gen homélogo a fidhF
de E. coli en las cepas C17 y sus derivadas, se realizaron amplificaciones de las regiones

cercanas a la insercion MudJ, usando partidores ubicados a ambos lados de la insercién.

Se prepard DNA cromosomal de S. fyyphi, S. typhimurium y E. coli silvestres,
ademas de las cepas derivadas de la cepa C17. A partir de la region de mayor homologia
dentro del fragmento C17-400pb, se disefiaron los partidores 900-L y 900-R para
amplificar un fragmento de 119 pb, de acuerdo a la secuencia del gen de E. coli (Figura
10). Se obtuvo un fragmento de aproximadamente 120 pb, como tnico producto de
amplificacion, al usar DNA de E. coli, S. typhimurium y §. typhi silvestres (Fig.10, Panel
A, carriles 1-3). Un fragmento de tamafio similar también fie obtenido al usar los DNA

cromosomales de las cepas C17 (Fig.10, carril 4) y las cepas derivadas de C17: S. yphi
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Figura 10, Amplificacién por PCR del probable gen mutado en la cepa C17. A
partir de la secuencia del gen fdhF de E. coli, que presentd similitud con el gen mutado
de la cepa C17, se disefiaron los partidores 900-R y 900-L como se muestra en el
esquema. Estos fieron usados en la reaccidén de amplificacién mostrada en el panel A,
para la cual se esperaba un producto de amplificacién de 119 pb. En el panel B se
observa la reaccién de amplificacién usando los partidores Mu-L (derivado de la
secuencia del extremo izquierdo de Mu) y 900-R. Fl tamafio del producto de
amplificacién fue de alrededor de 150 pb. Cada carril muestra el producto de
amplificacion usando el DNA cromosomal correspondiente a: 1, E.coli silvestre.; 2, S.
Yyphimurium silvestre; 3, S. typhi silvestre; 4, S, yphi C17, 5, S. typhi TyT2161; 6, S.
bphimurium MAS5419; 7, S. typhimurium MA5419/MudP; 8, control sin DNA; 9,
estandar $X174/ HinfII.
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TyT2161 (Fig.10, carril 5), S. fyphimurium MA5419 (Fig.10, carril 6) y S. bphimurium

MA5419/MudP (Fig.10, carril 7).

Se hizo una reaccién de amplificacion con el partidor Mu-L, disefiado para el
extremo izquierdo de Mu, y el partidor 900-R, para verificar si la insercion MudJ estaba
contigua al fragmento de DNA secuenciado (Figura 10, Panel B). Al hacer esta
modificacion, las muestras de DNA de E. coli, S. typhimurium y S. typhi silvestres no
presentaron producto de amplificacion (Figura 10, Panel B, carriles 1-3), resultado
esperado puesto que estas cepas no poseen insercion MudJ. Por el contrario, se detectd
un producto de alrededor de 150 pb, cuando el DNA de todas las mutantes derivadas de
C17 fue ensayado (Figura 10, carriles 4 al 7). Usando como control DNA de la cepa
NN19, que presenta una insercion MudJ en otra posicidn, no se detectd amplificacién,

sefialando la especificidad del producto para el probable gen f@#F en la cepa C17.

Se hizo un estudio similar considerando secuencias rio arriba de Ia insercion
Mud]J. Para ello, se disefié un tercer partidor, fdh-11, a partir de la secuencia 5 del gen
JdhF de E. coli. Este partidor permite amplificar un fragmento de 300 pb en
combinacion con el partidor 900-R en el gen silvestre de E. coli. Se llevd a cabo esta
amplificacién y se obtuvo un fragmento de aproximadamente 300 pb con los DNA de E.
coli, S. typhimurium y S. typhi silvestres (Figura 11, Panel A, carriles 2-4). No hubo
productos de amplificacion cuando se usé DNA de Ias cepas derivadas de la cepa C17,
sugiriendo que la insercion de MudJ separa los partidores a una distancia que no permite
obtener un producto de amplificacién (Figura 11, Panel A, carriles 5-8). Se probd

posteriormente el partidor fdh-11 en combinacion con el partidor Mu-R, que fue
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Figura 11. Amplificacién por PCR del probable gen mutado en Ia cepa C17. Usando
partidores correspondientes al extremo 5 del gen fdhF de E. coli, se disefio el partidor
fdh-11. Este partidor fue usado con el partidor 900-R para la reaccion de amplificacion
mostrada en el Panel A, para la cual se obtuvo el producto esperado, de 300 pb. En el
Panel B se observa la reaccion de amplificacion usando los partidores fdh-11 y Mu-R
(derivado de la secuencia del extremo derecho de Mu). El tamafio del producto de
amplificacion fue de alrededor de 200 pb. Cada carril muestra el producto de
amplificacion obtenido usando el DNA cromosomal correspondiente a: 1, estindarDNA
ladder 1kb; 2, F.coli silvestre, 3, S. typhimurium silvestre: 4, S. typhi silvestre; 5, §.
phi C17, 6, S. typhi TyT2161; 7, S. typhimurium MAS5419: 8, S. typhimurium
MAS5419/MudP; 9, control sin DNA; 10, estandar DNA ladder 1kb.
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disefiado para el extremo derecho de MudJ. Al usar esta mezcla con los DNA de las
cepas silvestres, no hubo amplificacion (Figura 11, Panel B, carriles 2-4), sin embargo,
con los DNA de las cepas derivadas de la cepa C17 se obtuvo un fragmento de alrededor

de 200 pb (Panel b, carriles 5-8).

Estos resultados indicarfan que existe un gen homélogo a fdhF de E. coli en S,
typhi y en S. typhimurium. Ademas, indicarian que MudJ estaria inserto en el gen
homologo en S. typhi, ya que es posible amplificar fragmentos adyacentes a la insercion
con los partidores propios de Mu. Por el tamafio del fragmento obtenido con el par de
partidores fdh-11/Mu-R, se podria situar la insercién MudJ en la regién 180-190 pb
respecto al sitio de inicio de traduccion del gen de E. coli. En la Figura 8 se indica en
negrita y subrayado la posible ubicacién de la insercién de MudJ en relacion a la

secuencia del gen de E. coli.

3.4. Regulacién del probable gen fdiF de S. typhi

La proteina OxrA (denominada For en E. coli), es uno de los reguladores
transcripcionales globales que modula la expresién génica durante la anaerobiosis,
activando algunos genes 'y reprimiendo otros, de manera de adaptar el metabolismo
bacteriano a esta nueva condicién ambiental (Spiro y Guest, 1991). Para determinar si la
expresion de los genes mutados en las cepas NN19, DD46, JJ3, y C17 era dependiente
de la presencia de OxrA, se estudio el efecto de la mutacién oxr4 en la regulacion de
estas mutantes. Se introdujo por transduccidn, la mutacién oxrd2::Tni0 desde la cepa

MST2970 a las mutantes de S. fyphi y se midié la expresion de la actividad B-
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galactosidasa en condiciones aerdbicas y anaerdbicas (Tabla 10). Se observé que la
mutante NN19 aumentd la expresion de la actividad B-galactosidasa al doble cuando es
crecida en anaerobiosis (de 1.200 a 2.500 Unidades Miller); la cepa NN19 que contiene
la mutacién oxr4 bajé los niveles de actividad enzimatica a la mitad aproximadamente,
pero se mantuvo el aumento de actividad en condiciones anaerdbicas. Un efecto similar
se detect¢ para la cepa JJ3, ya que al introducir la mutacién oxr4::Tnl0, bajé los niveles
de actividad enzimatica pero mantuvo una induccién de alrededor de 3-4 veces cuando
se crecié en anaerobiosis. Las cepas DD46 y C17, presentaron un comportamiento
distinto, puesto que la induccion de la expresién génica registrada en anaerobiosis fue
menor en las cepas que presentaron la mutacion oxr4, siendo el efecto mas dramatico
para la cepa C17, que en presencia del gen oxr4 silvestre presenté una induccién por
anaerobiosis de 10 veces en contraste con la mutante oxr4, que no presentd induccion
por anaerobiosis. Estos resultados sugieren que la insercién MudJ de las cepas C17 v

DD46 interrumpe un gen cuya expresion es dependiente de OxrA.

Se estudié posteriormente si este fenotipo de regulacion era transferido a las
cepas después del “backcross”. Para ello se escogid la cepa C17 y sus derivadas
TyT2161 y MA5419. Se introdujo la mutacion oxrA::Tnl0 en estas Gltimas, y se midi6
la actividad B-galactosidasa en condiciones aerdbicas y anaerdbicas. El resultado
mostrado en la Figura 12 indica que la cepa TyT2161, al igual que la cepa C17, induce

*
la expresion génica en anaerobiosis 8 a 10 veces respecto al nivel obtenido en

aerobiosis.
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TABLA 10. Efecto de la mutacién oxrA sobre las mutantes de 8. fyphi inducidas

en anaerobiosis

Actividad B-galactosidasa ®

Cepas * Aerobiosis Anaerobiosis Induceién
NNI19 1201 2520 2.1
NNI19 oxrd42::Tni0 599 1068 1.8
JI3 477 1841 3.9
JI3 oxrA2::Tni0 390 1277 34
DD46 363 1968 54
DD46 oxrA2::Tnl0 531 920 1.7
C17 17 163 9.6
C17 oxrA2::Tnl0 14 17 1.2

a: Las mutantes oxr42::Tn10 fueron obtenidas por transduccion de la mutacién desde Ia cepa

MST 2970 y seleccionadas por resistencia a Tet.

b : Los valores de actividad B-galactosidasa estdn expresados en unidades Miller (Miller,

1972) y corresponden a un experimento representativo. Cada experimento fue repstido al

menos tres veces,
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Figura 12. Efecto de la mutacién oxrA4 en la regulacién de la expresion del probable
gen fdhF de S. typhi. Se introdujo la mutacién oxr4::Tn/0 mediante transduccion a las
cepas de S. fyphi C17 y TyT2161, y a la cepa de S. typhimurium MA5419. Todas las
cepas fueron crecidas hasta fase exponencial temprana en LB en condiciones aerébicas y
anaerobicas. La actividad B-galactosidasa fue determinada en triplicado al menos en tres
ensayos independientes. La desviacion estandar fue menor al 10%.
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Este aumento no se detectd cuando la cepa contiene la mutacion oxrd, observindose
niveles similares en aerobiosis y anaerobiosis. La cepa MA5419, que corresponde a una
8. typhimurium, también disminuyé la induccidn registrada en anaerobiosis cuando
contenia la mutacioén oxr4, sin embargo, la expresion en anaercbiosis fue aiin 5 veces
mayor que en aerobiosis, lo cual sugiere que existen otras vias de regulacién que

inducen la expresion de este gen en S. typhimurium.

La enzima formiato deshidrogenasa, FdhH, codificada por el gen fdhF de E. coli,
forma parte del complejo formiato-hidrogeno liasa, que constituye una importante via de
la fermentacién anaerdbica, catalizando la reaccién de descomposicién del formiato a
hidrégeno y anhidrido carbénico. Se expresa en condiciones anaerébicas en ausencia de
aceptores de electrones exdgenos. La regulacién del gen estructural de esta enzima,
JdhF, es compleja. La transcripcion del gen es dependiente del factor sigma 54 )
(Axley y col, 1990). Ademds es activada transcripcionalmente por la presencia de
formiato a través del regulador FhlA (Birkmann y col., 1987; Rossmann y col,, 1991;
Hopper y col., 1994). Por otra parte, es inactivada por la presencia de oxigeno, nitrato y

TMAQ (Birkmann y col., 1987; Abaibou y col., 1997).

Para determinar si la regulacion de la expresion del gen mutado en la cepa C17
prc'esenta un perfil similar al descrito para el gen fdhF de E. coli, se hicieron mediciones
de la actividad B-galactosidasa creciendo la cepa C17 y las cepas derivadas de C17 en
presencia de formiato, nitrato y TMAOQ, siempre en condiciones anaerdbicas. Como se

observa en la Figura 13, la mutante C17 y la derivada S. fyphi TyT2161 no presentaron
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Figura 13. Regulacién de la expresion del probable gen fdhF de S. typhi en distintas
condiciones de crecimiento. Las cepas de S. fyphi C17 y TyT2161, y S. typhimurium
MAS5419 fueron crecidas en LB y en LB suplementado con formiato de sodio, nitrato de
potasio o0 TMAO. Las bacterias fueron crecidas hasta fase exponencial temprana en
condiciones anaerdbicas y luego se determind la actividad PB-galactosidasa. Los
resultados graficados representan el promedio de dos ensayos independientes realizados
en triplicado. La desviacion estandar fue menor al 10%.
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mayores cambios en la expresion de B-galactosidasa al variar las condiciones de cultivo,
es decir, la presencia de formiato, nitratoc 0 TMAO en el medio de cultivo no modificé
significativamente Ia expresion del gen mutado por MudJ. Sin embargo, la expresion de
este gen fue notablemente activada por la presencia de formiato en la cepa de .
typhimurium MAS5419 (Fig. 13), resultado sorprendente si se considera que se trata de la
misma insercion MudJ presente en las cepas de S. fyphi (demostrado mediante Southern
y corroboracion de fenotipo asociado). Este resultado sugiere que la regulacién del
mismo gen difiere entre S. typhi y S. typhimurium, siendo en esta Ultima similar a lo

descrito para E. coli.

Por otro lado, se sabe que la expresion del gen fdhF de S. pphimurium es
inducida por formiato alin en ausencia del regulador OxrA (Jamieson y Higgins, 1986).
Se ensay6 la actividad B-galactosidasa de las mutantes TyT2161 y MA5419 con la
mutacion oxrd::Tnl0, crecidas en presencia de formiato en el medio de cultivo. Se
observd nuevamente que la presencia de formiato no modificé la expresion génica en la
cepa de 5. typhi TyT2161 oxrA. Por el contrario, la mutante MA5419 oxr4 aument6 la
expresion del gen mutado en presencia de formiato (Fig 14). Este comportamiento habia
sido descrito para el gen fdhF de E. coli y S. typhimurium (Birkmann y col., 1987,

Jamieson y Higgins, 1986).

Los resultados obtenidos indican que la mutacién en la cepa C17 transferida a S.

bphiy S. typhimurium presenta un patron de regulacién distinto en ambas especies.
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Figura 14. Efecto de la presencia de formiato sobre la expresion del probable gen
SdhF en S. typhi y en S. typhimurium Se introdujo la mutacién oxr4::Tn/0 mediante
transduccion a la cepa de S. fyphi TyT2161 y a la cepa de S. typhimurium MA5419.
Ambas cepas fueron crecidas hasta fase exponencial temprana en condiciones
anaerobicas en LB y en LB suplementado con formiato de sodio 30mM. La actividad -
galactosidasa fue determinada en triplicado al menos en tres ensayos independientes. La
desviacion estandar fue menor al 10%.
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4. Caracterizacion del gen interrumpido en la mutante DD46

Siguiendo la misma estrategia empleada para el clon C17, se obtuvieron los
derivados MudP y MudQ a partir de la cepa DD46 transferida a S. fyphimurium. Se
prepararon ambos lisados y cada uno fue secuenciado usando el sistema finol con el

partidor del extremo de Mu correspondiente a cada MudP22.

De acuerdo a los resultados comparando en un banco de datos, mediante el
programa BLAST, la secuencia obtenida desde el lisado MudP, de 280pb, presentd 79
pb idénticos de 100 comparados (sin introducir gaps), con la secuencia del gen uxaC de
E. coli (alrededor de un 80% de similitud). La secuencia obtenida desde el lisado MudQ,
correspondiente a la secuencia rio arriba respecto a la insercion MudJ en la cepa DD46,
presentd 51 pb idénticas en un fragmento de 63 pb, con el gen uxaC (aproximadamente
un 80% de similitud). Ambas secuencias estarian indicando que la insercion MudJ esta

ubicada a 370-375 pb respecto al codon ATG del gen.

Se disefi6 un par de partidores para amplificar un segmento que incluyera la zona
de insercion MudJ, usando como referencia las zonas de mayor homologia. Sin
embargo, en este caso sélo se logré amplificar el fragmento esperado en E. coli silvestre,
no se obtuvo productos de amplificacion con DNA de S. yphi ni S. typhimurium
sillvestres, aun al bajar la temperatura de alineamiento desde 56° a 50°C. Seria necesario

por lo tanto modificar los partidores usados para amplificar una regién dentro del gen

para confirmar la existencia de un gen homdlogo en S. fphi.
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{
El gen uxaC de E. coli corresponde al gen estructural para la enzima uronato

isomerasa, ubicado en el mapa de E. coli en el minuto 69,5 y forma parte del operon
uxaCA, que participa en el metabolismo de los hexuronatos (Mata-Gilsinger y
Ritzenhaler, 1983). No se han descrito genes homologos a éste ni en S. fyphi ni en §.
typhimurium, solo en Erwinia chrisantemi. La insercion MudJ de la cepa DD46 fue
mapeada entre el minuto 67 y 69, que concuerda con la ubicacion del gen uxaC de E.
coli, lo cual indicaria junto a la informacién de la secuencia que existirfa un gen
homologo a uxaC en §. typhi regulado en anaerobiosis e involucrado en la capacidad de

invadir cultivos celulares.
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DISCUSION

E! estudio presentado en esta tesis se centra en el desarrollo de un método de
transferencia de marcadores cromosomales desde mutantes de S. fHphi a S. typhi
silvestre, para caracterizar genéticamente algunas mutantes que presentan la capacidad

de invasion a células epiteliales disminuida respecto a la cepa silvestre.

Uno de los puntos importantes en la caracterizacion genética de una bacteria se
refiere a la transferencia de una mutacion desde Ia bacteria mutante a otra con genoma
silvestre (backcross), para asi verificar que el fenotipo observado en la mutante esta
directamente relacionado a la mutacion estudiada. Esta estrategia es facilmente
realizable cuando se cuenta con fagos transductores que permiten hacer esta
transferencia en una sola etapa; éste no es el caso para S. fyphi, ya que no se dispone de
esta valiosa herramienta genética. En general, S. #yphi no cuenta con una estrategia
experimental de rutina que permita transferir cualquier marcador cromosomal a otra S.
Hyphi. Es por ello que se dio especial énfasis en este trabajo de tesis al desarrollo de un
método que permitiera llevar a cabo la transferencia de marcadores cromosomales entre

cepas de S. fyphi o desde S. typhi a S. typhimurium.

El intercambio genético de marcadores cromosomales se realiza en la naturaleza
desde una bacteria dadora a otra bacteria receptora mediante uno de tres mecanismos

conocidos: transformacion, que involucra la captacion de DNA libre desde el
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medioambiente; conjugacion, proceso que requiere contacto entre la bacteria dadora del
DNA vy la receptora; y transduccién, proceso en el cual la transferencia de DNA es

mediado por un virus bacteriano (Madigan y col., 1997).

La capacidad de una bacteria de ser transformada, llamada estado de
competencia, depende de su estado fisiologico en aquellas bacterias que son
transformadas naturalmente, como Bacillus subtilis y Streptococcus pneumoniae. En la
practica es posible inducir este estado competente tratando las bacterias con quimicos
apropiados en condiciones adecuadas. L.os métodos mas comunes usan shock hipotonico
de Ca**. Actualmente se usan métodos de mayor eficiencia como la electroporacion
(electrotransformacion), que consiste en exponer a la bacteria a un pulso eléctrico de alto
voltaje, induciendo la formacién de pequefios poros transientes lo cual permite la
captacion del DNA transformante (Madigan y col., 1997). La naturaleza del DNA usado
para transformar incluye plasmidios circulares y lineales ademas de DNA cromosomal
(Cosloi y Oishi, 1973; Russel y col, 1989). S. pphi puede ser transformada
eficientemente mediante electroporacion (O'Callaghan y Charbit, 1990), pero presenta la
limitante que el marcador cromosomal que se quiere transferir debe clonarse en un

plasmidio previamente.

Los estudios genéticos mediante conjugacidon en S. fyphi, requieren de la
disponibilidad de una coleccion de cepas Hfi (high frequency recombinant) de S. fyphi
que permitan tener representado €l cromosoma completo. Usando esta estrategia ha sido
posible mapear algunos genes y comparar la distancia y el orden de genes ligados entre

cepas de Salmonella o desde Salmonella a E.coli. Asi, mediante conjugacion entre
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marcadores cromosomales conocidos desde E. coli a S. typhi, fue posible localizar los
genes viad y viaB, necesarios para la sintesis del antigeno Vi (Johnson y col., 1965). Sin
embargo, la conjugacion entre especies distintas no es eficiente y las cepas resultantes
no siempre son estables, impidiendo de esta forma aplicar esta herramienta al analisis

general del cromosoma de S. fyphi. (Johnson y col., 1971).

Estudios posteriores demostraron que la baja eficiencia de recombinacion durante
la conjugacién entre E. coli y S. typhimurium era consecuencia de la actividad del
sistema de reparacién “mismatch”. La anulacion de los genes correspondientes, mutS y
mutl., aumentaron significativamente la eficiencia de este evento, aun cuando existe
alrededor de un 15% de divergencia entre el material genético de estas especies
(Raysiguier y col., 1989; Sharp, 1991), lo cual sugiere que este sistema de reparacion es
un potente inhibidor de la recombinacién homdloga entre especies distintas. Otras
mutaciones en la cepa receptora de la conjugacion entre E. coli y S. typhimurium, no
tuvieron efectos en la eficiencia, como por ejemplo la anulacion del sistema RecBCD
que posee la actividad enzimatica ExoV. Tampoco tuvo efecto la mutacion del sistema
de restriccion tipo I, dependiente de los genes Asd. Sin embargo, la induccion del sistema
SOS si logrd aumentar la frecuencia de recombinacion, al parecer a través del aumento

de la proteina RecA (Matic y col., 1995).

La transferencia de marcadores cromosomales mediante transduccion en S. typhi
esté limitada, en la practica, al intercambio desde S. fyphimurium hacia S. typhi, usando
como fago transductor generalizado a P22HTint (Schmieger, 1972). Notablemente, este

fago no es capaz de lisar S. fyphi, por lo que tampoco es capaz de transferir DNA desde
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S. typhi a otra S. typhi 0 a S. typhimurium. Se han descrito anteriormente otros fagos
transductores para S. #yphi (Baron y col., 1955; Mise y col,, 1981; Cerquetti y Hooke,
1993), perc no han sido usados metddicamente dada la inestabilidad de los lisados, la
baja eficiencia de transduccion y la limitacion de la cepa receptora, que debe ser
antigeno Vi positiva. Es necesario destacar que no todas las cepas de §. fyphi poseen el

antigeno capsular Vi, incluyendo la cepa Ty2 crecida en las condiciones de laboratorio.

Considerando estos antecedentes, se planted como método alternativo para
transferir marcadores cromosomales entre Salmonellas la electrotransformacion, usando
DNA cromosomal lineal de S. #yphi para transformar S. fyphimurium. Para ello se usaron
mutantes de S. typhimurium en el complejo RecBCD y para aumentar la eficiencia de la
recombinacidon homologa entre ambas especies, se utilizaron cepas receptoras que
ademas presentaran mutaciones en ¢l sistema de reparacion "mismatch” (mutSL) y en el

sistema de restriccion dependiente de los genes Asd.

La transferencia de marcadores cromosomales desde S. fyphi a S. typhimurium
requiere de la presencia de genes homologos en S. fyphimurium. Ambas especies estan
estrechamente relacionada, de hecho, presentan entre 97 a 98% de identidad en su
material genético (Crosa y col., 1973). Sin embargo, S. fyphi tiene una organizacion
fisica del cromosoma diferente de S. Hyphimurium. Anélgsis del DNA cromosomal
digerido con la enzima I-Ceu I {cuyo sitio de corte esta en el cistron del fRNA 238),
mediante electroforesis en campo pulsado (PFGE), indican que el orden de los

fragmentos en S. fyphimurium, E. coli y otras especies de Salmonella, es altamente

conservado. S. fyphi en cambio, presenta reordenamientos probablemente debido a
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recombinaciones homologas entre los genes rrn, que codifican para RNA ribosomales
(Liu y Sanderson 1995a). En S. #yphi existen varias inserciones que no estan presentes
en S. fyphimurium y un segmento del DNA invertido respecto a S. fHphimurium que
incluye la region del término de la replicacion (Ter). No obstante estas diferencias, el
orden de los genes dentro de los fragmentos es notablemente conservado, lo cual permite

llevar a cabo la transferencia de gran parte de los genes de S. typhi.

Un antecedente imporiante que permitid utilizar DNA cromosomal lineal en la
electrotransformacion, fue el hecho que, en 8. fyphimurium, la eficiencia de transduccidn
de marcadores de gran tamafio como MudA, de 38 kb, aumenté hasta 60 veces al usar
una mutante recD como receptora respecto a la cepa recD* (Miesel y Roth, 1994). Es
sabido que mutaciones en recD inactivan la exonucleasa del complejo RecBCD,
manteniendo la actividad helicasa (Miesel y Roth, 1994). De esta forma, se minimizaria
la degradacion del DNA que entra a la mutante recD, favoreciendo los eventos de
recombinacion homologa que permiten incorporar el marcador seleccionado. También
se reporto para E. cofi, que la mutacion recl) permite integrar al cromosoma marcadores
de DNA plasmidial lineal, los que en general son rapidamente degradados (Raysiguier y
col., 1989). Existen mutantes de E. coli en el complejo recBCD, que son deficientes en
recombinacidn, pero que en presencia de mutaciones supresoras intergénicas del tipo
sb;:-B, que eliminan la actividad Exonucleasa I, restituyen la capacidad de recombinacion
y permiten transformar con DNA lineal (Kuschner y col., 1972). Los resultados de este
trabajo de tesis son consistentes con estos antecedentes, ya que sélo fue posible

transformar S. #yphimurium con DNA lineal cuando la cepa receptora presentaba

mutaciones en el complejo RecBCD (Tabla 2 y 3). Se demostrd por lo tanto que 5.
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typhimurium puede ser transformada con DNA lineal, ya sea de origen plasmidial o
cromosomal. Sorprendentemente, el comportamiento de S. fyphi fue distinto, puesto que
no fite necesario introducir mutaciones en estos sistemas para obtener transformantes
con DNA lineal. La mayor eficiencia de transformacion, sin embargo, fue obtenida con

la cepa Ty2 recDmutS (Tabla 6).

Se ha reportado que la transferencia de DNA desde S. fyphimurium a S. typhi
mediante transduccidn, presenta baja eficiencia (Zahrt y col.,, 1994). Al introducir la
mutacién mutS en la cepa de S. fyphi receptora, se logrd aumentar la frecuencia de
transduccidn, siendo atin aproximadamente 10° veces menor a la observada para la
transferencia de marcadores entre cepas de S. fyphimurium (Zahrt y col., 1994). Solo se
aumentd a niveles similares a los obtenidos durante las transducciones intraespecie,
cuando coexistieron en la cepa receptora las mutaciones mutS y recD (Zahrt y Maloy,
1997). Este resultado sugiere la participacion del complejo mufSL como mecanismo de
restriccidon a la entrada de DNA foraneo, favoreciendo su degradacion. De acuerdo a
estos antecedentes, era posible esperar que, al usar DNA de S. #phi para transformar
mutantes recD mutS de S. typhimurium, la eficiencia aumentara a niveles similares a los
valores observados al transformar con DNA de S. fyphimurium. Esto no sucedio,
sugiriendo la participacién de otros sistemas, como por ejemplo algin sistema de
restriccion-modificacion, que eventualmente podria disminuir la frecuencia de
transformacidn al eliminar el DNA de S. yphi, antes que los eventos de recombinacion

se lleven a cabo.
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La transferencia de marcadores MudJ desde S. yyphi a S. Gyphimurium, fue
ensayada en primer lugar con mutantes auxotréficas de S. #yphi construidas por
transduccion desde mutantes conocidas de S. fyphimurium. Las cepas resultantes por lo
tanto son hibridos que poseen el marcador de S. fyphimurium. Usando estos marcadores
leud, hisC y proU se pudo detectar diferencias en la eficiencia de transferencia,
sugiriendo que la ubicacion de los genes en el cromosoma (57,6, 44,8, 61,4
respectivamente) también influiria en la frecuencia de transformacion (Maloy y col,,
1994), Lo mismo se pudo detectar al usar el DNA de estas cepas para transformar S.

typhi silvestre y las mutantes recD, mutS'y recDmutS (Tabla 6).

La baja eficiencia general de estas transformaciones podria explicarse por el
procedimiento utilizado para internalizar el DNA a la bacteria, que no permite controlar
la integridad del DNA ni el tamafio de los fragmentos que ingresan a la bacteria, a
diferencia de lo que ocurre cuando el DNA es internalizado en la bacteria receptora a

través de un fago o mediante conjugacion.

Ain cuando se registraron bajas frecuencias de transferencia, esta estrategia
presenta grandes ventajas para nuestro trabajo, puesto que facilita el traspaso de la
mutacién a un contexto genético silvestre de S. fyphimurium, 1o cual permite no sélo
corroborar la relacion entre la mutacion y el fenotipo determinado por esta mutacién,
sino que también permite estudiar la mutacién en un organismo que cuenta con las
herramientas geneéticas para mapear, clonar y secuenciar en forma simple y rapida.

Ademas, una vez que la mutacion es transferida a S. fyphinturium, es posible estudiar el

efecto de esta mutacion in vivo, es decir, determinar la virulencia sobre el hospedero, ya
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que se puede ensayar en el ratén. De esta forma, se puede evaluar y estudiar el efecto de

la mutacion obtenida en S. fyphi sobre la virulencia de S. fyphimurium.

Una vez transferidas las inserciones Mud) de las mutantes de S. fyyphi a S
typhimurium, éstas fueron localizadas en el cromosoma de la cepa receptora, de acuerdo
al mapa genético ya descrito (Sanderson y col., 1995). Conociendo Ia ubicacion de las
mutaciones en el mapa de S. fyphimurium, fue posible referirlas al mapa del cromosoma
de S. typhi (Liu y Sanderson 1995b). Aun cuando solo se ha establecido Ia localizacion
fisica de un centenar de genes, f"ue posible estimar la posicidn de los genes mapeados en
este trabajo, respecto al mapa de S. fyphi. De esta forma la mutacion de la cepa NN19 y
la cepa JJ3, localizadas en la region del minuto 17 al 19, se ubicaron en la misma region
en el mapa de S. Hphi, entre los minutos 17 y 19. En cambio, la cepa DD46 cuya
insercion MudJ fue encontrada en la region del minuto 67 al 69 de S. yphimurium,
quedod en la region del minuto 95 al 97 de S. fyphi. La cepa C17 ubicada en la region del
minuto 91 al 93, estarfa en la region del minuto 69 al 71 del mapa de S. fyphi. Las
diferencias se deberian a los reordenamientos que presenta el cromosoma de S. fyphi

respecto a S. typhimurium (Liu y Sanderson 1995a).

Otra ventaja de esta estrategia es la posibilidad de transferir la mutacion desde la
mutante de S. fyphi a S .typhi silvestre (backcross) por un método indirecto, ya que se
puede transducir la mutacién una vez transferida a S. fyphimurium, desde el cromosoma
des esta bacteria a S. fphi, mediante el fago P22. Ademés, se logré transferir la
mutacion MudJ desde S. yyphi directamente a una S. fyphi silvestre, transformandola con

el DNA cromosomal de la mutante. Este resultado fue inesperado, puesto que no se ha
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reportado en S. fyphimurium o en E. coli silvestre, la susceptibilidad de ser

transformadas con DNA lineal.

Particularmente en este trabajo, se logro identificar genes involucrados en la
capacidad de S. yphi de invadir células epiteliales, a partir de una coleccion de mutantes
inducidas en anaerobiosis. Un ejemplo interesante lo constituye la cepa C17, mutante
que poseia dos inserciones MudJ, como se demostro por hibridacion Southern. Mediante
electroporacion, se logré transferir una de las inserciones MudJ a la cepa silvestre. La
actividad P-galactosidasa de la cepa original y las mutantes derivadas de ella fue
cuantitativamente similar. Esto sugiere que la segunda insercién en la cepa C17 no
presenta actividad f-galactosidasa, probablemente porque MudJ estd en orientacion
contraria a un promotor. Por otro lado, la reconstitucion del fenotipo estudiado en la
cepa C17, tanto a nivel de la regulacion de la expresion del gen mutado en anaerobiosis
como a nivel del fenotipo invasor disminuido, también fue observado en las mutantes
obtenidas a partir de ella: S. fyphi, TyT2161, S. typhimurium MAS5419 (derivada de LT2)
y S. typhimurium MA5442 (derivada de la cepa virulenta 14028). Este resultado sugiere
por lo tanto que la insercion MudJ que fue transferida es la responsable del fenotipo

invasor disminuido.

Paralelamente, se logrd clonar un fragmento de DNA de la cepa C17, que
contenia ¢l gen de resistencia 2 Kan del Mud] y la region de DNA cromosomal
adyacente a la insercién, en el plasmidio pCT17. A partir de este clon se obtuvo la

secuencia de dos fragmentos de la region 3' de la insercién Mud¥: uno de 400 pb v el
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otro de 250 pb. Al comparar ambas secuencias, mediante el programa BLAST, se
detectd una alta similitud con la secuencia del gen fdhF de E. coli, que codifica para la

enzima formiato deshidrogenasa, FdhH (Zinoni y col., 1986).

Nuestros resultados indican por lo tanto, que la mutante S. fyphi C17 presenta
una insercion MudJ en el gen homologo fdhF. No solo concuerdan con la identificacion
de este gen la secuencia de la region adyacente al fago Mud], sino también la
amplificacién de fragmentos de tamafio similar a los obtenidos para E. coli y S.
typhimurium, usando partidores disefiados para fdhF de E. coli. Ademas, el gen mutado
fue localizado en la region del minuto 91 al 93 en el cromosoma de S. fphimurium, lo
cual coincide con la ubicacion del gen fdhF de S. typhimurium en el minuto 92,8 y en el

minuto 92,4 del mapa de E. coli.

S. typhi es, al igual que S. Hyphimurium y E. coli, una bacteria anaerdbica
facultativa, que puede crecer en ambientes anaerdbicos mediante respiracion anaerdbica
usando nitrato como aceptor final de electrones o metabolitos como fumarato, dimetil
sulféxido (DMSO), TMAO o mediante fermentacion en ausencia de aceptores de

electrones externos.

Uno de los complejos enzimaticos utilizados durante la fermentacion es el
denominado formiato-liasa, que cataliza la conversion de formiato a CO; e H,. La
enzima formiato deshidrogenasa, FdhH, forma parte de este complejo. Una caracteristica
importante de esta proteina es que corresponde a una selenoproteina tanto en E. coli

como en S. fphimurium. La transcripcion del gen estructural de esta enzima fdhF de E.
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coli es dependiente de o, es inducida en condiciones fermentativas de crecimiento,
especialmente en presencia de formiato y pH acido, a través del regulador
transcripcional FhlA (Axley y col,, 1990; Rossman y col., 1991; Hopper y col,, 1994) y
es reprimida en presencia de oxigeno y nitrato (Birkmann y col., 1987). OxrA (o Fnr),
uno de los reguladores globales de anaerobiosis, también es capaz de inducir la
expresion de fdhF en ambientes de baja disponibilidad de oxigeno. El gen homologo
JAhEF de S. pyphimurium seria regulado de manera similar (Jamieson y Higgins, 1986;
Birkmann y col., 1987). Nuestros resultados, para el caso de S. fyphimurium, concuerdan
con este perfil de regulacién, puesto que la expresion del gen en la cepa MA5419 es
activada en presencia del sustrato formiato y es inducida por OxrA en anaerobiosis.
Existiria ademas otro(s) regulador(es) para este gen, ya que se observa un aumento de
hasta 5 veces en anaerobiosis respecto a la expresidn en aerobiosis, en ausencia de OxrA
(Fig. 12). Sin embargo, la regulacion de este gen en S. fyphi es notablemente distinta, ya
que la induccion en anaerobiosis detectada en la cepa TyT2161 es estrictamente

dependiente de OxrA y no se induce en presencia de formiato (Fig. 11y 12).

Estos resultados sugieren que S. fyphi no tiene un regulador equivalente a FhlA o
si existe, éste presenta una actividad distinta a la descrita para S. typhimurium y E. coli.
La primera alternativa parece interesante de explorar, puesto que ya existen evidencias
dai una delecion en S. fyphi dentro de la SPI 1 en un gen adyacente a fhid de S.
ty}‘ohimurium ubicado en el minuto 62,8 del cromosoma. Se demostré que en el minuto
62,9 del cromosoma de S. fyphimurium existe el gen avr4, formando parte dela SPI1 1y

que codifica para una proteina de secrecion, Este gen no esta presente en S. fyphi (Hardt

y Galan, 1997). Seria factible enfonces pensar que Jos eventos de recombinacion que
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permitieron la integracion de la SPI 1 en S. fyphi, a diferencia de S. fyphimurium,
resultaron en deleciones de los genes adyacentes a la region de integracion, como el

correspondiente fhiA.

Estudios de la actividad enzimatica formiato deshidrogenasa, cuyo gen
estructural es fdhF, podrian aportar importante informacion respecto a la identidad de
esta proteina en §. #jphi. En este trabajo, no fue posible detectar la actividad enzimatica
en 8. fyphimurium ni en S. typhi silvestres, sOlo fue medida en E. coli, hecho que no
permiti6 establecer el comportamiento de las mutantes respecto de este fenotipo
(resultados no mostrados). Las condiciones de ensayo imponen anaerobiosis estricta,
dado que el residuo de selenocisteina presente en esta enzima es altamente reactivo con
oxigeno, y probablemente la enzima en Salmonella es mas 1abil que la correspondiente
en E. coli. La diferencia de secuencia de la proteina deducida para S. fyphi en el extremo
C-terminal respecto a la proteina de E. coli podria tener efectos sobre la actividad

enzimética que dificuitan su deteccion.

Si bien, la participacién directa de este gen en los mecanismos de invasion a
células epiteliales no es evidente, es posible sugerir que, dada Ia fina regulacion de la
expresion del gen fdhF por las condiciones ambientales, esta actividad enzimatica o la
presencia de esta proteina sea necesaria en un momento critico durante la infeccién al
hospedero, por ejemplo, una vez que la bacteria es internalizada por la célula epitelial,

donde se producen cambios en el medio que rodea a la bacteria.
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Se ha reportado que la alta osmolaridad del medio de cultivo tendria efectos
inhibitorios sobre el metabolismo anaerébico de E. coli, particularmente sobre el
metabolismo fermentativo, como lo demuestra la inhibicion total de la actividad
enzimatica formiato deshidrogenasa junto a la inhibicion parcial de la expresion del gen
estructural de esta enzima, f@hF. Este efecto no fue tan severo con la actividad nitrato
reductasa, enzima caracteristica de la via respiratoria anaerdbica (Gouesbet y col., 1993).
Alta osmolaridad y anaerobiosis son condiciones que la bacteria encuentra durante su
paso por la barrera epitelial del intestino, al invadir las células epiteliales. Seria
necesario determinar cudl de ambas condiciones tiene mayor efecto sobre la actividad de

esta enzima in vivo, durante el contacto de la bacteria con la barrera epitelial.

El efecto de la osmolaridad en fdhF de S. typhimurium no ha sido estudiado, pero
se sabe que en anaerobiosis este gen es inducido, por lo que podria esperarse que la
actividad formiato deshidrogenasa también fuera alta durante el encuentro de la bacteria
con la célula epitelial. Siendo el metabolismo fermentativo su mas importante fuente de
energia, durante el encuentro con la célula eucaridtica a nivel del intestino, serfa
predecible que bacterias mutadas en esta via presenten desventajas en el proceso de

invasion.

Considerando que MudJ genera mutaciones por insercién con efectos polares, es
posible suponer que la mutacion en el gen homodlogo a jdhF en S. typhi no sea el
responsable directo de la deficiencia en la capacidad de invadir cultivos celulares, sino
genes rio abajo de la insercion de Mudl, cuya expresion es afectada por el transposon.

Esta alternativa es dificil de descartar al hacer la transferencia de la mutacion, ya que el
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efecto polar persistiria. Seria necesario por ejemplo, generar mutaciones no polares
directamente en el gen y determinar el efecto sobre el fenotipo invasor de la cepa
resultante. Favorece esta alternativa, el hecho que se describiera recientemente una
nueva isla de patogenicidad en S. fyphimurium, localizada en el minuto 92, entre los
genes ssb y soxSR (Wong y col, 1998). Esta SPI de 25kb, fie completamente
secuenciada y entre las proteinas deducidas se encontré gran similitud con proteinas
involucradas en la secrecion de una toxina. Seria posible entonces que la insercion Mud)
en la cepa C17 afectara la expresion de genes pertenecientes a esta SPI 4, que participan

en forma directa en la invasion a células epiteliales.

El analisis de la mutante DD46 se baso en la secuenciacion de los segmentos de
DNA que flanquean la insercion MudJ y en la localizacién del gen mutado en el
cromosoma de S. fyphimurium. Se logro secuenciar un fragmento de 110 pb rio arriba de
la insercién MudJ y uno de 190 pb rio debajo de la insercion. El alineamiento realizado
mediante el programa BLAST, revel6 un 80% de residuos idénticos con el gen uxaC de
E. coli, en un fragmento de 63 pb correspondientes a la secuencia rio arriba de la
insercién MudJ. En tanto que la secuencia del otro lado de MudJ mostrd un 75% de
residuos idénticos al gen #xaC en un fragmento de 56 pb. El gen uxaC se encuentra en el
minuto 69,5 en el mapa de E. col, que seria equivalente a la regién en que fue mapeada
la insercion MudJ de la cepa DD46, en la region del minuto 67-69. Estos antecedentes
sugieren por lo tanto que el gen homélogo a uxaC de E. coli presenta la insercién MudJ

en esta cepa.




110

Al igual que con la cepa C17, se intentdé amplificar una zona del probable gen
mutado en la cepa DDA46, disefiando partidores desde la secuencia del gen de E. coli.
Pero, en este caso no fue posible obtener productos de amplificacion con los DNA de S.
Yphi ni 8. typhimurium. Este resultado y la secuencia obtenida sugieren una mayor
divergencia para el gen uxaC. No se ha descrito este gen en S. gphimurium, ni se conoce
una funcién fisidlogica del producto génico en Salmonella, sin embargo, en el
fitopatogeno Erwinia chrisantemi se ha caracterizado la funcién del gen wxaC en
relacion a la via de degradacion de los poligalacturonatos. Esta bacteria posee un
importante arsenal de protefnas que le permite despolimerizar la pectina en la pared
celular vegetal y utilizar los productos (galacturonatos) como tnica fuente de carbono.
Para ello, requiere de una maquinaria enzimética intracelular que le permita aprovechar
estos derivados, y el locus exuT (sistema de transporte para aldohexuronatos) y el operén
uxaCA4 (uronato isomerasa y alfronato dehidratasa) le permiten a la bacteria llevar a cabo
la metabolizacién de los productos. Estos genes son regulados por condiciones
ambientales, entre ellos anaerobiosis, hecho que es conmsistente con la regulacién
observada para la mutante DD46 (Hugouvieux-Cotte-Pattat y col., 1992). No esté claro
cual es la relacion que una funcion similar pudiera tener en el fenotipo de invasién en S,
fyphi, tampoco es posible establecer cual de los genes tiene efectos sobre el fenotipo

observado en S. fyphimurium ya que la insercion MudJ afecta al operén uxaCA.

Como ultimo comentario, es necesario sefialar que el estudio del proceso de
invasion a células epiteliales in vitro deja en evidencia que, en general, el metabolismo

anaerfbico y fermentativo son importantes durante este proceso, de hecho, de las 10
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mutantes obtenidas, 4 de ellas presentaron defectos relacionados al metabolismo

anaerobico, que podran estar asociados a la virulencia de la bacteria.
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CONCLUSIONES

Salmonella typhimurium puede ser transformada con DNA cromosomal lineal de S.
fyphi, cuando se usa como receptora de la transformacion mutantes en el complejo
recBCD y mutS$.

S. typhi silvestre también puede ser transformada con DNA cromosomal lineal, pero
presenta mayor eficiencia de transformacion cuando la cepa receptora lleva las
mutaciones recBCD y mutS.

La transferencia de marcadores cromosomales desde S. #yphi directamente a S. yyphi
silvestre, mediante electrotransformacion con DNA lineal, constituye un método que
permite hacer el “backcross” de una mutacion en esta especie bacteriana.

Usando esta metddica, se logro caracterizar la mutante S. #yphi C17, que presenta un
fenotipo de invasion a células epiteliales disminuido respecto a 1a cépa silvestre. Esta
mutante tiene una insercion MudJ en el gen homdlogo a fdhF de E. coli, gen que
codifica para la enzima formiato deshidrogenasa, inducida en anaerobiosis en
ausencia de aceptores de electrones exdgenos.

Este gen en S. fphi presentaria una regulacién distinta a la descrita para S.
| typhimurium y E. coli, 1o cual sugiere la ausencia del regulador transcripcional FhlA

en S. typhi.
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