GOLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONAL
Y DE POSGRADO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Caracterizacién de Cepas Auxétrofas

para cisteina de Salmonellu Typhi

1 i 8 ! Y

QUE PARA OBTENER EL TITULO EN
LICENCIADO EN INVLESTIGACION BIOMEDICA BASICA
P R E S E N T A

GLORIA SOBERON CHAVELZ

MEXICO, D. F. 1980




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



I NDTICE:

P&g.

INtroducCiBn. . e ot ieetoeneeosorennnnnnen.

Material y MEtOdOB. .+ et vnvnnnnennnnn. 7

ReBULLAdOS .ot utnsieceneoronrnnnnens 13

« v,

DiSCUSION. .ttt ittt e tcnennmnnernnsnnnnns

24

Tablas y FiguULaB..vee cverennnrnsoncnnns. 31

Bibliograffta..

L S . 45

Agradecimientos.....

LI I A Y 48



INTRODUCCION

La fiebre tifoidea es un padecimiento endémico en México, al-
canza tasas de mortalidad de 3 en 100,000 habitantes por lo -
que congtituye un problema de salud pGblica, adem&s ha habido

brotes epidémicos cn los que la mortalidad alcanza 6 por ---
100,000 habitantes (1).

En el afio de 1972 se registrf un brote epidémico en el valie

de México, que afectd parte de los estados de México, Hidalgo,
Puebla y Tlaxcala, ademis del Distrito Federal, en el que se -
detectaron de 10,000 a 15,000 casos confirmados (2) y la mor-

talidad lleg6 a ser hasta de 9.7 por 100,000 habitantes en los

meses de abril y mayo (3). Se reporté también que los casos -~

atendidos en ese tiempo fueron mé&s graves y se presentaron --

complicaciones mis frecuentemente (4).

Se encontrb que el 92¢% de las cepas de Salmonella typhi aisla-

das en este perlodo eran resistentes a altas concentraciones -

de cloranfenicol (hasta lmg/ml), que esm el agente antimicrobia-

no de elecciébn en casos de fiebre tifoidea; con este resultado

se cambi6 el tratamiento administrado por ampicilina o por una
mezcla de sulfametoxasol trimetroprima (5) y se lleg6 a reducir

la mortalidad a valores normales inmediatamente.

Esta fuo la primera vez que se aislaron cepas de Salmonella -

typhi resistentes a cloranfenicol en nuestro pais, y como era

de esperarse, su impacto en la frecuencia y severidad de la -



fiebre tifoidea fue notorio. Al estudiar las cepas se oncon

tré que no solo eran resistentes a este antibibtico sino tam
bién a estreptomicina (sm), tetracilina (tc) sulfonamidas (su)
y que estas resistencias estaban codificadas en un pl8smido -

conjugativo (6, 7, 8) que pertenccofa al grupo de compatibili-
dad H.

En India, vietnam y Tailandia se aislaron cepas de S. typhi -
con este mismo patrSn de resistencias y se determiné que tenfan

un plédsmido del mismo grupo de compatibilidad (9). Sin embar-

go, este pldsmido no es el mismo que se encuentra en otras en

r r
terobacterias cm™~, sm", tcr, sur, como es el caso de la cepa -

de Shigella dysentariae que provocd una pandemia en Centro --

América en los afios de 1969 a 1970 (10) gque era portadora de

un plésmido del grupo de compatibilidad 0 (6).

El fagotipo de la gran mayorfa de las cepas multiresistentes -
aislados durante 1972 era un tipo Vi degradado similar al fago
tipo A. Esto contrasta con lo encontrado en el inico reporte -
previo de fagotipos de cepas mexicanas, hecho en 1956, (l1l1) en
el que ¢l mayor porcentaje lo ocupaba el fagotipo El.

Con estos antecedentes se inicif una investigacién en el labo-
ratorio con el propfsito de seguir a lo largo del tiempo &stas

y otras caracterfisticas do las cepas de Salmonella typhi aisla

das en México y de detectar cualquier cambio que pudiera reper

cutir en la frecuencia de la fiebre tifoidea en nuestro pats.

En el aflo 1978, Alfaro y Martuscelli (12) reportaron algunos




resultados de esta investigacién entre los que destacan los
siguieontes:

a) En el afio 1975 todavia el 21% de las cepas estudiadas -
eran resistentes a cm, sm, tc y su.

b) El fagotipo Vi degradado caracterfstico de la cepa epidé-
mica, continuaba siendo el mis abundante hasta el afio --
1975, y el segundo en frecuoncia era el El.

c)

De 947 cepas aisladas entre 1973 y 1976 el 92% eran auxzd

trofas para cisteina y el resto tenfan un requerimiento

adicional o distinto que no fue determinado.

Los datos de auxotroffa son los primeros reportados para cepas
mexicanas y no existe un estudio epidomiolégico de este tipo -

de marcadores en cepas de S. typhi aisladas en otros pafses. -

La auxotrofia de las cepas usadas en algunos trabajos con esta

enterobacteria (13, 16) e¢s Trp oCis  y no se ha utilizado -

una cepa protétrofa.

Este trabajo tiene como objctivo camtudiar algunos aspectos de

la auxotrofia para cisteina de Salmonella typhi para tratar -

de determinar por gué es tan abundante.

Una de las interpretaciones que asc habfa dado al hallazgo de -
la ahundancia de cepas Qs  era que oste requerimiento era un

marcador cromoabémico de la cepa epid6mica (12). Esto serfa -

importante pues apoyarfia la idea do qua en la epidemia de 1972

la bacteria en s{ era diferente. (Y que este brote pudiera no



8010 habier sido ocasionado pox la rgpgistencia a cloranfenicol

que presentaron las cepas.) Este problema se ahordf experimen

talmente.

Por otro lado se tratd de determinar si la auxotroffa podfa -

darle una ventaja selectiva a S, typhi, este enfoque podrfa -
dar algunos datos del mecanismo molecular de la patogenia de

esta bacteria del gque se sabe muy poco.

No existe un reporte de la frecuencia de cepas cis  en otros
paises, sin embargo por comunicacifin personal sabemos que la

frecuencia de esta auxotroffa encontrada en México no es la

regla y que en Chile por ejemplo predominan lay cepas auxotrg
fas para triptofano.

Con respecto a la relacifin entre auxotroffa y patogenicidad

de Salmonella typhi existen datos (13, 14, 15) de gue mutan-
tes aisladas en el laboratorio quo tienen un blogueo en la -
sintesis de purinas o del &cido para-aminochenzoico son mucho

menos virulentas que la cepa de la que provienen que era ori-

ginalmente TYp . La virulencia fue evaluada usando como

sistema experimental el ratbn, (espacie que no es huesped de
la bacteria) inyect&ndoles intraperitonealmente una dosis

varios millones de bacterias y cuantificando el nlmero de
tones mucrtos.

Se domostrb que la disminuciBn en virulencia de estas mutantes

se debia a que tanto las purinas comu al fcido para aminoben-



zoico que se encuentra en el fliido paritoneal eran limitantes
para el g¢recimiento de las bacterias., En el caso de las mutan
tes que raquerfan dcido para~-aminobenzoico se encontr{ que su

virulencia aumentaba al incluir este metabolito en la dieta -

de los ratones.

En este trabajo también se aiglaron mutantes para otros 20 -
metabolitos y se encontrf que esta nueva auxotroffa no afecta

ba su viruloencia, entre los mutantes aislados habfa auxotro-~

fos para cinfatna y para cisteina o metionina.

La disminucibén en la virulencia de las mutantes que requieren

purinas también se encontrd al estudiar una cepa aislada de -~

un portador sano (16). La virulencia fue evaluada también en

ratones.

Con estos datos se puede entender por qué no se aislan cepas
que presantan algunas auxotrofias de enfermos de ficbre tifoi
dea, pero no explican por qué son tan frecuentes otras, como
la de cistoina, en el caso de M&xico, y no se aislan auxotro-~

fos para otros amino&cidos quo parecieran no modificar la vi-~

rulencia de esta enterobacteria en ¢l ratén.

Las hipbtesis alternativas que explican la abundancia de las

cepas Cis~ en Mé&xico, son, que cste marcador esté relacionado

con un aumento de virulencia de Salmonella typhi o que hubiera

predominado por un fenbmeno de deriva génica (17).

Si la auxotroffa para cisteina le diera alqguna ventaja a la -



cepa gque la presantara se esperarfa que aislamientos ¢linicos
independientes tuvieran mutaciones independientes, ya cque cada

vez que apareciera una cepa con este fenotipo se seleccionaria,

sin importar cual es la mutacién que la produjo.

Si la mutaciédn fuara neutral y hubiera permanecido en el am-
biente porque en al proceugso de transmigién de la enfermedad -
solo una fraccibn de las cepas existentes infectara a alguna -
persona, y azarogsamente, entre estas cepas predominara una -

cis”, se predecirfa que todos los auxotrofos para cisteina pro

vendrfan de una sola cepa y por lo tanto tendrfan la misma -
mutacidn.

El enfoque experimental usado en este trabajo es el de carac-

terizar el fenotipo cis” de algunas cepas de Salmonella typhi

aisladas en la ciudad de México entre los afios 1972 y 1979 y

tratar de determinar si todos ellos tienen la misma mutacién.

La via de biosintesis de cisteina ha sido muy bilen estudiada

en otras onterobacterias, como Escherjchia coli y Salmonella

typhimurium (18), y gran parte de la caracterizacibn de la -

auxotroffa para cisteina de S, typh!i realizada en este trabajo

se hizo basada en esos resultados. la figura 1 es un esquema
de la sintesis de este aminodcido cn esas enterobacterias a -

partir de sulfato y de la gintesis de motionina, teniendo co-

mo precursor a la cilsteina.




MATERIAL Y METODOS

MEDIOS DE CULTIVO ¥ MATERIALES:

Los medios de cultivo usados son: medio Luria (triptona 1%, ex-

tracto de levadura 0.5% y NaCl 1%); medio minimo M9 (MM) (NH4C1

0.1%, K82704 0.3% Na HPO 0.6%,

2 4 NaCl 0.5%, MgSO4 0.025% y
dextrosa 0.2%), en algunos experimentos se sustituyf la dextrosa

por lactosa a la misma concentracién (MMlac); medio mInimo sin -

azufre (sf) wegln Qureshi et al (19). La concantraci6n de agar

usada para solidificar estos medios es de 2%

La concentracifn de cisteina (cis) metionina (met) y ticsulfato

de sodio (tio) en los medios minimos fue 100 ag/ml, la de sulfato

de sodio (so4=) sulfito de sodio (SO3-) y sulfuro de sodio (s)

10 Ag de azufre/ml.

Su usé una concentracién f£inal de 100 sx/ml de los siguientes an-

tibibticos nstreptomicina (sm), &cido nalidixico, (nal), especti

nomicina (sapc) y rifampicina (rif): de ampicilina (amp) se usd -
20 Ag/ml.

La L-metionina (355) 7500 Ci/mmol fuq obtenida de Wew England -

Nuclear, Boston, Mass.

ORGANISMOS:

En la tabla I sc dascriben las cepas de Salmonclla typhi

utiliza
das; todas las cepas aisladas en México provienen del lospital de
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Infectologia de la Raza del IMSS con la excepcifn de la cepa =~-

JM3664 que fue aislada en el Hospital Infantil de Mé&xico. La

cepa 26 es una cepa de referencia del esquema de fagotipia de -~

S. typhi y la cepa Ty 2 es la utilizada en México para produ~-

cir la vacuna contra la fiebre tifoidaa.

En la tabla II se muestran las cepas de Escherichia coli{ utili-

zados en el presente trabajo,.

En algunos experimentos se usaron mutantes egponténeas regis--

tentes a algunos antibibticos, esto se espacifica al hablar de

egos experimentos.

Las cepas auxotrofas de cisteina y treonina fueron aisladas por

mutagénesis de la cepa JM 3746 con etil metano sulfonato segGn -
el método de Lin et al (20).

Las czpas GS51, GS2 y GS3 (Tabla VII), provienen de una mut8gene-
sis y fueron seleccionados en MM cis, las cepas GS4 y GS85 provie

nen de otro tratamiento y se selceccionaron en MMtio.

La cepa GS7 fue construida a partir dc¢ la cruza de la cepa GS6 -

(Tabla 1) y la AGl (Tabla II), se selecciond como Thr Nal¥, y

Ri£T y[§178]segﬁn el m8todo descrito por Miller (21) para cons-

truir una copa Hfr Hayes de E. Coli.

La cepa 2ZA-] fue construida y caracterizada por Alicia Gonzllez y

Marfa José Gama, se construyé a partir de la zepa JML382, por in
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tegraciBn de un F Km (22) y dona a una cepa multimarcada de -~

E. C1li, ¢on una frecuencia decreclente los marcadores ilvy, -~

argG, his,

CONDICIONES DE CRECIMIENTO:

La temperatura usada para el crecimiento de todas las bacterias
fue 37°C.

El crecmiento en medio mfnimo s6lido se prob6 ~striando o ponien-

do una gota de un cultivo proveniente de medio Luria, centrifuga-

do y resuspendido en sales M9 e incubando por 48 hrs.

Las cajas
de Luria sblido se incubaron de 12 a 18 hrs.

El crecmiento en medio liguido se cuantificbd por el aumento en --

densidad 6ptica de los cultivos agltados a 200 ravoluciones por -

minuto; se midid en un colorimetro Baush and Lomb a 550 nm o en -

un colorimetro de Klett-~Sumerson con filtro rojo. La cepa a pro-

bar se creci6 toda la noche en Luria sin agitaciédn y se diluyf --
1:20 en el wismo medio o en alguno de los medios minimos después

de haber sido lavado con sales M9,

Se determinb que los aislamientos clinicos que se habfan reporta-
do (12) camo auxotrofos de cisteina podrfan crecer ademis, en me~

tionina y tiosulfato de sodio, estriando 30 cepas de S.typhi, --
en medio minimo M9 adicionando de dife-~
rentes metabolitos seqdn el mé&todo de Holiday (23) para identifi-
car mutantes.

aisladas de 1972 a 1976,
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El crecimiento de las cepas en anaerobioais se determin® inocu-
lando cepas en medio mfnimo s6lido e incubdndolas por 48 horus
dentro de una jarra de anaerobiosis Gas Pak que genera una at--

mbsfera de 95% Hy, 5% c°2'

CONJUGACION BACTERIANA:

La conjugacién se realizd en medio Luria, mezclando un cultivo
en fage de crecimiento exponencial de la cepa receptora, con ~-
una densidad Sptica de 0.2 a 550 nm, con un cultivo estaciona--
rio de la bacteria F+, dilufdo a la misma densidad 6ptica con -

una relacifn de volumen 1:10 donadora: receptora.

Q
La mezcla de conjugacién se dej6 a 37 C sin agitacibn por tiem-

po variable, segln el experimento.

ANALISIS DE COMPLEMENTACION:

La complementacifn de las auxotrofas para cisteina de S.typhi -

por el F1595, derivado de la cepa JM245 (Tabla II) se determind

a partir de colonias capaces de crecer en MMcis lac, obte-

nidas despufis de una conjugacibn de 3 hrs. de la cepa IM245 -~

con cada una de las cepas a analizar. El crecimiento en medio

mfnimo liquido con lactosa se compard después con el obtenido -~

en el mismo medio m&s cisteina.

La complementacidn con ¢l F'41 proveniaento de la cepa KLF ——

41/3C1553 (Tabla II) se analiz6 con algunans cepas que no se ha-

bian complementado por el F'595, para ello se utilizaron mutan-
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tes :esiuten;es a nal y spc de las cepas de S. typhi. La con-
jugacidn se dejd toda la noche, después de 1o que se diluyd el

cultivo con Luria a una densidad &6ptica de 0.2 a 550 nm, ge ~~-

puso en agitacién a 37°C en presencia de spc y amp por dos horas

y media, tiempo en el que el cultivo tenfa aproximadamente

1 -
de densidad 6ptica a 550 nm.

§e lavaron las cflulas se resus--

pendieron en Luria~nal y se dejaron crecer toda la noche en agi-

tacidn; se obtuvieron colonias aisladas de este cultivo y las -~

que eran registontes a nal y sensibles a spc y al bacteriofago -

R17 (F+ especifico) se consider6 que tenfan el F'41. Se probs -

el crecimiento en s6lido de S. typhi con el F'4l en MM y MM cis.

Marcaje de las c€lulas y medicifn de la radioactividad:

Se creciB la cepa Stlla hasta 0.2 de densidad 6ptica a 550 nm en

MM met, se lavaron y resuspendieron las cé€lulas en la mitad de -

volumen de medio sf adicionado de 10 ug/ml de metionina y de 10

uCi/ml de L~metionina (358). Sc dej6 agitando 4 horas a 37°Cy

se cosecharon las células por filtracifn lav&ndolas en el filtro
con sf.

Se contaron las muestras en un contador de centelleo liquido =--

Packard tri-carb AAARA en el canal para 32?.
ANALISIS DE AMINOACIDOS.

Las cflulas fueron lisadas por el mBtodo descrito poxr Espin et =

al (24) para Neurospora crassa.

El patrfén de aminofcidos fue -
obtenido usando un analizador de aminofcidos, Aminco Ratio Fluo-
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rometer,

Ya que so utilizb un programa de este aparato quc¢ no detecta a
la cisteina, la muestra se trat6 con &cido formico sayln el mé-

todo de Moore (25) para convertir la cisteina en fcido cisteico

como controles se usaron soluciones de cisteina y metionina de

200 JMg/ml tratadas de igual manera que el extracto de la cepa -

Stlla y se vié el patrbn de fluorescencia obtenido en el anali-

zador corriendo cada una por separado,

Cuando se corri8 el extracto de la cepa Stlla, el amortiguador
contenia 4cido cisteico y nor leucina, gue corren a 4 y 58 minu-
tos respectivamente; al correr los patrones de cisteina y metio

nina se omitié el dcido cisteico en el amortiguador.

Para cuantificar la radioactividad prosente en cada aminoicido

de la muestra, se colectaron fraccionos cada 30 segundos, des--

pués de pasarla por el analizador.
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RESULTADOS

Penotipo Cym:

Al estudiar 30 cepas da §. typhi que hablan sido reportadas co

mo Cis-(12), se encontrd que creclan ademfs de en cisteinn, en

metionina y tiosulfato de sodio, este fenotipo se denomind Cym.

En la tabla III y figura 2 se puedun ver algunas cepas con este
fenotipo, es notorio que todas ellas tienen un blogueo parcial,

ya que son capaces de crecer en MM, aunque con un tiempo de du-

plicacibn mayor que en MMcis, MM met o MMtio.

En esta misma tabla se muestra otro tipo de aux8trofo para cis-
teina (cepa JM3745), que sblo crece en este aminofcido, que pre

senta una fase lag de 12 horas y tiene un bloqueo total (fenoti

po Cis™) y una cepa protétrofa (JM3746).

Tanto en Salmonella typhimurium

como en Escherichia coli sge -

han aislado mutantes Cym' {(18); con ¢l caso de S§. typhimurium -

(19) se reportd que cste fenotipo era producido por una mutacidn
regulatoria que afectaba alguna actividad enzimftica de la bio--

sintesis de cisteina, y gque mapeaba un el gene que codificaba -

para esa enzima, esto se prob6 para lou genes cis, C,D,H,I,J,A

y G (Fig. 1); se postuld que estas mutantes son capaces de sin-

tetizar cisteina apartir de so4= en presencia de metionina.

Es posible obtener mutantes Cym  termosensibles para 8. typhimu-

rium y para E. colil

sea han obtenido cepas con este fanotipo por
insercibén del transposén Tn5 (26).
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El fenotipo Cym~ es el mAs frecuente entre los aislamientos -

clinicos realizados entre 1972 y 1978 (Tabla IV), en 1979 apa-

rece el fenotipo Cis- y las cepas protétrofas, siendo las alti

mas las m&s abundantes, para 1980 vuelven a predominar las Cym

y no se detectan prot8trofas. Con respecto a las cepas que no

presentaban ninguno de los fenotipos mencionados, se determind

que, de 12 cepas estudiadas, 7 eran auxotrofas para triptofano

y el resto adem$s de Trp  eran Cym .

Se investigd la frecuencia del marcador Cym entre 24 cepas de

referencia del esquema de fagotipia para S. typhi y Bse encon-
trd que sblo la cepa 26 (Tabla III) lo presentaba, dal resto

16 eran TrP y 7 ademds de triptofano requerfan cisteina. Es-

te hallazgo contrasta con lo observado entre los aislamientos -

clinicos realizados en los (ltimos ocho afios en la Ciudad de --
México (Tabla IV).

En la Tabla 1II y en la figura 2 se muestra el crecimiento de -
la cepa JM 3664 en MM, MMCis, MMet y MMtio, esta cepa fue aisla

da en el Hospital Infantil de la Ciudad de México en el afio de
1960 y presenta un fenotipo Cym . EBte dato demuestra que el -

fenotipo Cym  no es caracteristico de la cepa que causb la epi

demia en 1972.

Dentro de las cepas Cym  de S.typhi se encuentran practicamen

te todos lom fagotipos y las hay tanto scnsibles como resisten-
tes a antibilticos, esto podrfa usarsae como un criterio para de

cir que son cepas de origen distinto, 8in embargo se sabe que -
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el fagotipo puede ser modificado por elementos extracromosbmi-
cos (27) y que las resistencias a antibibticos son codificadas
por un plasmido (12) por lo que, para probar que las copas son

distintas, se ticne que demostrar que las mutaciones que produ

cen el fenotipo Cym son diferentes.

Bloqueo deé las Mutantes Cym :

Para averiguar si, al igual que en otras enterobacterias, es--

tas mutantes presentaban un blogqueo en la sfntesis de cisteina,

se probd el crecimiento de las cepas Cym  de S.typhi en algu-
nos precursores de este amino&cido.

Se utilizé SO4=, SO3= Yy 6=

pues se sabe que el tiosulfato.
de sodio se metaboliza en E.

coli vy S.typhimurium (28) para

producir 803= y 5=, y como todas las cepas de S.typhi

cym
crecen en tiosulfato de sodio, lo mls probable es que tuvieran

un blogqueo en la conversifn de S0,= a 5= (Fig.1l}).

4
Se estriaron todas las cepas en medio uf sHlido adicionado de -

SO4=, 503= Yy S=vy

a las 48 horas las cepas s6lo habfan cre-
cido en sfs=.

En la tabla V se muestra el tiempo de duplicacibn de las cepas

en 8f 1lfquidc adicionado con 504=. SO3= o S=, se pucde ver -

gue todas ollas croecen mds r&pido en 8=, aungue on loa otros -

dos medios también crecen.

Es notorio que todas las cepas crecen mejor en sf.'SOdIN que en -
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MM que tiene la misma fuente de azufre (Tabla III y tabla v), -
asto no es producido por diferencias en la concentracién de sul

fato pues es aproximadamente 100 veces mayor en MM que en nfS0,w,

4

El resultado obtenido sugiere gue todas las mutantes Cym" agtu-
diadas tienen un blogqueo en la conversifn de S04= & §5=; este -

paso se realiza por la enzima sulfito reductasa en E. coli y

S.typhimurium, vy los genes cis I, J y G codifican para los tres

polip8tidos que¢ la forman (fig. 1).
Tipo de Mutacibn:

l.a determinacibn de la frecuencia de reverulOn espontfinea de las

cepas Cym  pudiera ser importante por dos razones: primero, el aue

tuvieran una delecién podria exzplicar que fucran tan abundantes,
pues no revertirian (29) y aunque en otras onterobacterias no -

#¢ han reportadu cepas Cym  por delecidn pureceria posible ob-

tenerlos, pues, como sc dijo, existan mutantes por inservidn de

Tn5 con este fenotipo. Por otro lado se pudiera usar como crite

rio para distinguir las cepas Cym , aunqgu¢t todas presenten el —

mismo bloqueo, si unas revirtieran y otras no.

En la tabla VI se muestran las frecuencias d¢ reversibn esponti-

nea de alyunas cepas Cym  de S.typhi, log resultados son compa

tibles con que dichas cepayg tengan una mutaacidGn puntunl.,

Obtencién de Mutantes Cin :

Ya que todas las cepas Cym- cstudiadas eran fndistingutblos, por
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los criterios mencionados, existfa la posibilidad de que en --
Salmonells typhi ,

contrariamente a lo que sucede en otras en
terobacterias, este fenotipo s8lo pudiera ser producido en mu-

tantes en que se afecta el paso de SO3= a S=

Por otro lado, como todos los aislamientos clinicos que crecfan
en tiosulfato de sodio lo hacian también en metionina, existia

la posibilidad de que el metabolinmmo de cisteina y metionina --

fuera diferente al de E. coli y S. typhimurium en las que la

cisteina es precursor de metiorina (fig. 1), y que en ambos ami

nodcidos fueran interconvertibles a nivel de¢ un producto de la

degradacidn de tiosulfato.

Para probar esta posihilidad se aislaron mutantes auxdtrofos pa

ra cisteina a partir de 1la cepa JM3746,

En la Tablu VII se muestra cl tiempo de duplicacibn dc cinco --
auxStrofos de cisteina aislados dez

la cepa JM3746, en varios me
dios de cultivo.

Las cepas GS1 y GS4 son Cym_, la cepa GS1 se distingue de los =--

aislamientos clinicos en que no creca cn MM.

Las mutantes GS2 y GS3 creccn en cisteina y tiomulfato de so-

dio, pero no en metionina Yy es claro que¢, por lo menos una de -

ellas (G52), tienu un crecimiento Gptimo en sulfuro, 1o que su-

giere que tenga la misma actividad enzimfitica deficionte que -

las cepas estudiadas.
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La cepa GB85 tiene un fenotipo similar a los aislamientos cli-
nicos, pero el blogueo que presenta parece encontrarse. ante-

riorakformacién de sulfito, ya que tiene un crecimiento igual

en sulfuro y sulfito y menor en sulfato.

También estos mutantes crecen mejor en sf so4= que an MM,

El fenotipo de estas cepas sugiere que la via de asimilacibn de

azufre sea simiar en Salmonella typhi

y en Salmonella typhimu-

rium ya que en ambas especies es posible aislar mutantes que -

creciendo en tiosulfato, en sulfuro ¥y en cisteina, no crezcan

en metionina.

Por otra parte también se puede concluir qgue el fenotipo Cym- -

en S.typhi es producto de una mutaci8n regulatoria gque puede -

afectar la actividad de por lo menos dos diferentes enzimas de

la biosintesis de cisteina, y que esta deficiencia enzimftica

es de alguna manera suplida en presencino de metionina.
Conversion de Metionina en Cisteinag

Para determinar si las mutantes Cym" utilizan la metionina co-

mo precursor de cisteina, o si son capaces de crecexX en metio-
nina porque su presencia les permite usar el sulfato del medio
para sintetizar cisteina por la via normal, se marc6é por 4 ho-

ras una de estas mutantes (Stlla) con metionina (358)

y 8e busg
cb radioactividad en cisteina.
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En la figura 3 se ven los patrones de florescencia obtenidos -

en un analizador de amino&cidos de (a) la cepa Stlla, (b) un

patrdn de cisteina y (¢} un patrSn de metionina, despuds de ha

ber sido tratados con &cido f£6rmico.

La radiactividad detectada en el extracto de la cepa Stlla se

grafica en la figura 3a, en la que es aparente que no sflo los
productos derivados de metionina est&n marcados, sino también

los producidos por la oxidacif6n de cisteina.

Este resultado demuestra que las mutantes Cym de S. typhi --

usan la metionina como precursor de cisteina, contrariamente a

lo reportado por Qureshi et al (19) para Salmonella typhimurium.

Andlisis de Complementaci6n.

Los aislamientos clfnicos Cym de 5.typhi no habfan podido ser
distinguidos y parecfan tener c¢l mismo blogueo al nivel de la

enzima sulfito reductasa. Como ya me habfa mencionado en otras

enterobactoeorias esta enzima estd constituida por tres polipe-
tidos codificados por los genes ciu I, J y G, los primeros -

dos genes mapean juntos en el minuto 59 del mapa de L. coli (30)

y a 90 minutos en ¢l de S. typhimurium (31); el gene cis G -

se encuentra en el minuto 73 del cromosoma de E. coll y en -
el 109 del de S. typhimurium,

El que estos genes estén tan distantes da la posibilidad de

separar los aislamientos clinicos en por lo menos dos grupos,




seglin si su mutacifn se encuentra en cis I, J o en cis G.

El primer criterio ¢ue se usd para ver en que polip6tido eran
mutantes las cepas Cym de S.typhi fue el anilisis de complemen
tacién; se utilizaron dos F' derivados de E. coli con este =~
motivo; uno de ellos, el F'595 es un F'lac que lleva los ge-
nes Cis I y J adem&s de los cis €, D y H. El1 otro, el F'41l lleva
la regifn del cromosoma de E. coli que va del gene argG al
gene asd; en este intervalo se encueontran, adem&s de otros,
los genes de las proteinas ribosomales y el gene cis G, no

lleva ningin otro de los genes cis reportados en E. coli.

En la Tabla VIII se muestran los resultados de la complemen-

tacidn de las cepas Cym— y de las mutantes obtenidas a partir

de la cepa JM3746, con el F'595. Con este criterio sf es po-

sible distinguir dos tipos de cepas Cym_, aquellas que se com
plementan, gue incluyen aislamientos realizados de 1873 a 1978

en la cifudad de México, y la cepa Ty2; y los que no crecen en

presencia del plasmido como los aislados en 1960, 1972, una -
mds de 1973 y la cepa 26.

Con respecto a las mutantes la Gnica gue se complementa es la

GS5, esta cepa crecia en SO3= Yy 8= por lo que su deficiencia

debe de estar en alquno de los genes cis C, D o H.

Se tratd de probar que las mutantes que no sa complementaban
por el F'595 tonfa una mutacién en el gene cis G utilizando
el F'41, se hizo este an8lisis con lans cepas 26 y JM2053 y -

se encontrb quo las dos eran capaces de crecer en MM en pre-
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sencia de eédte plésmido.

Mapeo de lay Mutaciones Cym :

Para mapear las mutaciones Cym se utilizaron dos egtratogias;
en la primera se usb una Hfr, GS7, derivada de la cepa prot6-
trofa JM3746 que lleva la regidn del cromosoma de E. coli gue

va del gene treo a gene rif., y entre estos marcadores tiene

insertado un factor F. Con esta cepa se hizo una cinética de

aparicién de recombinantes Cis+ cruz&ndola por algunas de las
cepas Cym ; cuando se utilizaron receptoras capaces de comple

mentar con el F'595, como la cepa Stlla o la JM3618 (fig.4)

se encontr® que la frecuencia aumenta a partir de los 30 minutos

de conjugacidén. Al usar como receptoras cepas no complementa-

das con el F'595, no se detectf aumento en la frecuencia aln -

después de 40 minutos de conjugacibn, esto se prob8 con las --
cepas JM3664, JM1382 y GS4.

Las cruzas no se dejaron por mis de 40 min. ya que la cepa Hfr
tiene integrado un fago alrededor d¢l minuto 45 gue provoca -
gue la frecuencia de recombinantes Cis+ disminuya hasta ser -

nula alrededor del minuto 60 de iniciada la conjugacién.

Este resultado es un criterio més para decir que por lo menos
existen dous tipos de mutantes Cym— entre los aislamientos cli

nicos y coloca a los dos loci mutados con por lo menos diez mi
nutos de digtancia.

Si se considera que el origen de donaci6bn de la cepa GS7 corres
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ponde al origen de donacifn de una Hfr, Hayes, que en E. coli

es el minuto 0, la posicibn de los gones cis I, J (0) en =~~--

Salmonella typhi estarfa aproximadamente 30 minutos mis cer-

canos a este origen.

El segundo criterio para mapear las mutantes fue utilizar la -
HEr ZAl que es derivada de la cepa Cym JM1382, para determinar

la frecuencia de recombinantes Cis+, cruz&ndola con otras cepas

Cym por dos horas y media (Tabla IX).

Se puede ver que entre los aislamientos clinicos la frecuencia
de recombinantes (# de colonias en el tR§ de colonias a 2.5
horas de conjugacidn / # de receptoras en la cruza) es menor
entre las cepas no complementadas por el F'595 que entre las
que si se complementan; sin embargo no se puede determinar la
distancia de la mutacién de la donadora con respecto a la mu-
tacién de las distintas receptoras porgue como no son isogéni
cas estas (iltimas, la cficiencia para conjugar puede varias y
esto afectar la frecuencia con que us obtienen colonias Cis+.
Lo que i se puede conclulr es que todas, incluyendo las cepas

del mismo grupo de complementacidn, tienen mutaciones diferen-

tes a la de la cepa JM1382,
Este resultado, junto con los datos du complementacidn, de-
muestra por lo menos que hay tres cepas Cym con orfgenes di

ferentan.

Fenotipo de las Cepas Cym en Ameobiosis:
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Se probd el crecimiento en anerobiosis de la prot6trofa JM3746
y de las cepas Cym JM3618 y JM 1382, la primera de ellas com-
plementada por el F'595 y la segunda no, y se-encontrd cue --

las tres son capaces de crecer tanto en MMcis, MMmet como en
MM.

Con respecto a los mutantes obtaenidos en el laboratorio, las

cepas GSl, GS3 y GS5 crecen en MM en anaercbiosis y la GS2 y
GS4 no lo hacen.

En S. typhimurium existe un reporte (32) de que mutantes en -

algunos genes ds (ds I, J y B) son capaces de crecer en amero

biosis en medio minimo sin cisteina, pero no se ha dilucidado
el mecanismo por el que se revierte fenotipicamente este reque
rimiento; en ese trabajo se encontrf que 10s mutantes en cis
G requiere cis en anaerobiosis, esto contradice lo encontrado

con los ajislamientos clinicos Cym-, pues uno de c¢llos parece

ser mutante en este gene (JM1382)
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DISCUSION

En este trabajo se encontr6 que los aislamientos clinicos de

Salmonella typhi realizados entre 1960 y 1978 que tienen un
fenotipo Cym- se caracterizan por su capacidad de crecer en
metionina tan bien como en cistelna, y tener un blogueo par
cial en la conversifén de 803= a 5= producido por una muta~-~
cién revaertible y que aunque las cepas estudiadas comparten

estas caracterfsticas, se pueden distinguir tres tipos de =~

bacterias con mutaciones diferentes. Esto sugiere fuertemen

te que presentar dicho fenotipo represanta una ventaja selec
tiva para esta enterobacteria; esta ventaja no es absoluta -

ya que se pueden aislar cepas con otras auxotrofias, princi-
palmente para triptofano.

Por otro lado, es interesante que solamente se hayan aislado
cepas prot6étrofas durante 1979, y que para 1980 ya no se ha-
van detectado (Tabla IV):; cesta situacifn pudiera interpretarse
como que, aunque este tipo de bacterins sean patbgenas, com-
pitan desfavorablemente con las distintas auxotrofas, Cym ,~-
Ccis, o Tr® .

Es diffcil explicar el que una cepa que haya perdido una funcién
tenga una ventaja sobre la cepa original, sin embargo, Be pue-

de pensar que el crecimiento de la mutante en presencia de su

requerimionto seca m8s rlpido que ol de la cepa prot8trofa; en
=

e

coli existen datos de que cuando sc crecen mezclados en un

quemostado en presencia do histidina, una cepa protbtrofa y una
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mutante his~ derivada de ella, la auxotrofa sobrecrcce a la
otra (33), este resultado apoyarfa la idea expuesta para -~

explicar el que ser auxotrofa sea ventajoso en ciertas con-
diciones.

Suponiendo que la ventaja selectiva para las auxotrofas esté
dada porque crecen mis rdpido gue una cepa prototrofa en pre-

sencia de su requerimiento es diffcil entender porque solo se

aislan cepas Cis~, Cym o Tip _ de enfermos de tifoidea. E1

tracto digestivo no es un medio constante, su composicifn de
pende de la dieta del organismo y de los perfodos de ingesta,

sin embargo no parece probable que los inicos amino&cidos no

limitantes para el crecimiento de las bacterias fueran cisteina,

metionina y triptofano; por otra parte una vez habiendo cruza
do las bacterias la barrera intestinal, los inicos metabolitos
gue parecieran no estar en suficiente concentracién para sos-

tener el crecimiento de una auxotrofa son las purinas y el dci

do para-amino benzoico (13,14,15). ‘Tomando osto en cuenta, se

tiene gue postular que las auxotrofas cue se aislan de enfer-

mos de tifoidea tienen otras caracterfaticas que las hace pre

dominar sobre otro tipo de mutantes.

En el caso de las Cym esta caracteristica pudiera ser su capa
cidad de crecer ¢n anacrobiosis sin su requerimiento. Estas

mutantes dentro del tracto digestivo donde la concentracibén -
de oxigeno es muy baja y donde su requerimiento pudiera no es-
tar presente duranto ciertos perfodos, se comportarfian como -

prot6trofas y una vez habiendo penetrado al organismo donde el
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nivel de cisteina es constante y, al parecer, suficiente pa-

ra su crecimiento, podrfan llegar a sobrecrecer a una prot8-
trofa.

El que la ventaja selectiva que da el fenotipo Cym a 8.typhi
fuera producto, por lo menos en parte, de la capacidad de cre
cer en anaerobiosis sin cisteina o metionina, podria explicar
por qué, aln cuando se pueda producir este fenotipo por mis de
un tipo de bloqueo en la sintesis de cisteina, todos los aisla
mientos clinicos son muy homogéneos en cuanto a la deficiencia

enzimltica gue presentan pues todas las bacterias que no pudie

ran crecer en anaerobiosis, aungue tuvieran este fenotipo, se

seleccionarian en contra.

El {inico hospedero de Salmonella typhi es el hombre, por lo -

gue los estudios de patogenicidad, de esta bacteria son muy -

dificiles de realizar. Como se mencion6 se ha usado al ratén

como sistoma oxperimental para este f£in, este modelo es muy -

poco sensible, se necesitan alrededor de 100 veces més bacte-~

rias para matar a un ratdn que para que un nombre contraiga la
fiebre tifoidea, y no se sabe sl ¢l mecanismo por el que se -
muere un ratén sea el mismo que por el gue un hombre se enfer-

ma, por esto solo se obtienen respuostas gruegas usando este -
sistoma.

S1 sa contara con un sistema experimontal adecuado para medir
la virulencia de S. typhi, se podria probar la hipOtesis de -

que las cepas Cym ticnen una ventaja salcectiva por smer auxo-
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trofas y por poder crecer sin su requerimiento en anaerobio~
sis. Se podrian hacer axperimentos da competencia usando ~=
dos cepas Cym , s6lo una de las cuales creciera en anagrobioc
sis en M.M.; se inocularila al organismo usado comoc modalo ax-
perimental por via intraperitoneal y por via oral y sc¢ prede-
cirfa que solo al inocular por via oral la cepa que crcciera
en anaerobiosis en M.M,

sobre crecerfa a la otra. Usando aeste

mismo esquema experimental se podrian comparar una cepa proto

trofa y las dos Cym .

Un aspecto que no se explica con la hip6tesis expuesta es que
la mayor parte de los aislamientos clinicos sean Cym vy no Cis
pues tanto en §. Typhi (ver crecimiento en Anaxobilosis de las

cepas Cym-) como en S. typhimurium (32) existen mutantes Cis

que crecen en anxxobiosis y en las dous especies se obtienen -

m4s frecuentemente mutantes Cis que Cym (13). Por otra par-

te dentro del organismo parece haber tanto cisteina como metio-
nina suficiente para sostener ¢l crecimiento de una auxotrofa
(14), esto se mostrd en ratonen y la Gnica posibilidad que le
darfa una ventaja a los Cym sobre las Cho  serfa que la cisteina

dentro del cuerpo humano fuera limitante para el crecimiento de

las bacterias y la metionina no.

Otra manera de explicar que ciertas auxotrofas tcngan una venta
ja selectiva serfa que al acumular un producto por no poderlo -
metabolizar, &ste se utilizars mds eficientemente para algGn -

paso importante dantro del cicle de vida de la bacteria en su -

hospedero, podrfa ser usado, por ejemplo, en la produccibn de -
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toxinas o de mol&culas que atraparan fierro (34) que es uno

de los alimentos limitantes para el crecimiento bacteriano

dentro del cuerpo humano (35). Si esta hip6tesis fuera cier

ta la presibn selectiva contra las bacterias gue no tuvieran
esa mutacién serfa muy grande y se esperaria que si varias -
mutaciones fueran ventajosas el tipo de bacterias més frecuen

temente aislados seria el que presentara todas ellas.

Los aislamientos clinicos Cis ~ detectados en 1979 y 1980 -
(Tabla 1IV) no fueron estudiados detalladamente y no se sabe
todavia 8i se present6 un fenbSmeno similar al de las cepas -

protbtrofas y tiendan a desaparecer o si puedan competir fa-

vorablemente con los Cym- Yy Tro “. Por los datos obtenidos

con la cepa JM3745, que presenta este fenotipo, solo se pue-
de concluir gue presentan un blogueo en la conversibn de s~
a cisteina y que presentan una mutacifn revertible que mapea

separada a la de los dos grupos de cepas Cym (Tablas VI y IX).

Como se mancion6 al principlo de este trabajo la frecuencia

del fenotipo Cym parece no ser la miuma en todas partes y -

en otros lugares parccer ser que las Trip son mds abundantes
(Ver resultados con cepas de fagotipo), esta diferencia pudiera
estar dada por un fenmeno de deriva genica, siendo los dos
fenotipos igual de ventajosos, o podria ser que la ventaja -
selectiva que cestas auxotrofius le confieren a 3. typhi estu-
viera influenciada por factores ambientales como la alimentacién
de las persocnas,

Estan dos posibilidades son dificiles de -

descartar y se tendria que contar con un gistema experimental
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modelo que simulara la fiebre tifoidea para poder hacerlo.

Iindependientements del papel gque tengan las mutantes Cym en

la patogenicidad de 8. typhi constituyen un problema biolbgico
interesante por el mecanismo regulatorio que se puede egtudiar
en ellas. Son mutantes que afectando la actividad de una en~
zima por modificar un producto difusible gue mapea muy cerca

o dentro del gene estructural de esa enzima le parmiten a la

bacteria crecer en presencia de uno de los productos de la -

via que se afecta. En S. typhi este producto, la metionina -

es convertida a cisteina, gque normalmente es uno de sus precur
sores. Seria interesante averiquar la relacifn gue existe en-
tre la mutacién que presentan estas cepas y la expresibn de 1la

o las enzimas gue catalizan esta conversibn.

Los resultados reportados por Qureshi et al (19) en Salmonella
typhimurjum y el modelo gue postulan para explicar el fenotipo

de las cepas Cym excluyen la posibilidad de que se puedan ob-

tener mutantes con este fenotipo por insercifn o delecibn, va

que en este organismo la metioninia no se convierte en cisteina,
y se postula gque su papel es el dc permitir la utilizaci6fbn de
sulfato por restablecer la actividad enzim&tica afectada, esto

se haria por la interaccifn de la metionina con una proteina -
que pudicra ser la misma enzima.
El que an E. coli se hayan encontrado mutantes con este fenoti-

po por insorcifn de tn5 obligarfa a ponsar en otro mecanismo -

para explicar este tipo de mutantea en esta bacteria.



Parece poco probable que en tres bacterias tan cercanas evo-

lutivamento y que tienen una vi{a de asimilaciln de azufre si-
milar, so presenten un tipo de mutantes regulatorias con un -

fenotipo igual y que el mecanismo que produce ese fenotipo sea

completamente distinto. Para excluir esta posibilidad y deter-

minar cuil seria el mecanismo requlatorio involucrado en estas
mutantes tendrfan que hacerse estudios mucho mds detallados de
&stas en las tres enterobacterias, se tendrian que buscar mutan
tes con cste fenotipo por delecifn, insercifn y termosensibles
Y hacer un mapeo muy fino de ellas para determinar si realmen-

te estin en el gene estructural de alquna de las enzimas de la

biosintesis de cisteina, tambifén seria necesario encontrar mu-

tantes en las que se demuestre por criterios fisicoquimicos -~
que alguna de esas enzimas esta modificada; ya sabiendo esto -
seria necesario hacer experimentos de cinética de incorporacién
de (355) ()4 y metionina (355) en los distintos intermediarios

de la vin, usando las mutantes y las cepas prototrofas.
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Figura 1: Via de asimilacién de sulfato en Salmonella typhimurium

serina

PAPS

|

S03=

l

S=

[ ]

OAS——————ycisteina

cis
cis
cis
cis

cis A

cis D

cis C

cis H

cis 1,J,G6

homoserin

osuccinil
homo§erin

permcasa de sulfato

¢ adenilsulfato cinasa

adenilsulfato transferasa

: adenilsulfato reductasa

cistation

homiciste

metionina

cis

cis B:

Abrov

APS:
PAPS:
0AS:

a

a

ina

ina

»J,G,: sulfito reductasa
serina acctiltransferasa

iaciones:

adenilsulfato
fosfo adenilsulfato
O-acetil serina



32

T:\BLA I

CEPAS DE SALMONELLA TYPHI UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO

CEPA FAGOTIPO CARACTERISTICAS QPIGEY
JM2053 E 1 MULTISENSIBLE €P. MEXICO. 1072

JM2169 E 1 MULTISENSIBLE Ch. MEXICH, 19873

ST 6 Vi deg ca’, sn¥, Tc’, Su’ Cn. MFYIC,, 1674

JM2778 Vi deg cm®, sm’, Tcb, su® €. MoMICO, 1975

ST 11 Vi deg cm', sm', Te¥, sul CD. MEXICO, 1976

ST IIa Vi deg MULTISENSIBLE, SIN PLASMIDO  DERIVADA DE L& ST II

JM3618 35 MULTISENSIBLE Ch. MEXTCC, 1977

JIM3654 35 MULTISENS IBLE Ch. MEXICO, 1978

JM3745 Vi deg MULTISENSIBLE CD. MEXICQ, 1978

JM3746 Vi deg MULTISENSIBLE Ch. MEXICO, 1979

JIM3664 E 1 MULTISLNSIBLE CD. MLXICO. 1960

26 26 MULTISENSIBLE CEPA F:GATIFO

Ty 2 E I MULTISENS1BLE OMS, Tagreb

JM 1300 Vi deg MULTTSENSIBLE £o. MEXICO. 1973

Ju 1382 Vi deg Nal® Finf’ DERIVADA DE La Ju 1300
ZAI Vi deg HE" Na1® Kan® DERIVADA DE LA CEPA JM 1382
G S6 Vi deg Nall Thr ~ DEPIVADA DE La JM 3746

G S7 Vi deg Hfr, Nal®, Riff DERIVADO DE LA GS 6 y AG I.
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TABLA I

CEPAS DE SALMONELLA TYPHI UTILIZADAS EN ESTE

FRABAJO

CEPA FAGOTI PO CARACTERISTICAS _ORIGEN_

JM2053 E I MULTISENSIBLE Ch. MEXICO, 1972
IM2169 E I MULT1SENSIBLE CD. MEXICO, 1973

ST 6 Vi deg cm®, sm®, Tc¥, su’ Ch. MEXICO, 1974
JM2778 Vi deg cm’, sm¥, T, suf Ch. MEXICO, 1075

ST 11 Vi deg cm', sSm', re’, su” Ch. MEYICO, 19706

ST Ila Vi deg MULTISENSIBLE, SIN PLASMINO DERIVADA BE LA ST I1
JM3618 35 MULT ISENSTBLE CD. MEXICO, 1977
JM3654 35 MULTTSENSIBLE Ch. MEXICG, 1978
IM3745 Vi deg MULT ISENSIBLE Ch. MEXICO, 1979
IM3746 Vi deg MULTTSENSIBLE Ch. MEXICO, 1979
IM3664 E 1 MULTISENSIBLE Ch. MEXICO, 1960

26 26 MULTTSENSIBLE CEPA FAGGTIPO

Ty 2 LT MULTISENSIBLE 0OMS, Zagreb

JM 1300 Vi deg MULTISENSTHBLE Ch. MEXICO, 1973

JM 1382 Vi deg Nal' ring” DERIVADA DE LA JM 1300
7 Al Vi deg HEY Nat® Kan' DERIVADA DE LA CEPA JM 1382
G S6 Vi deg Nal' The DERTVADA DE LA UM 3746
G 57 Vi deg

Hfr, Nal', Rif" DERIVADO DE LA GS 6 y AG 1.




TABLA T1

CEPAS DE ESCHERICHIA COLI UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO

CEPA

AB259
AG 1

JM245

KLEAT/ICYIRS3

———— et s e e

CARACTERISTICAS

Hfr Hayes, BI~
HEr Hayes, BI™, rif’f

DERIVADA DE LA AB 259

leu B6, hisl, recAl, thyA28,

arg 6,
met BI, lac Y1 pal6, mal AT,

Jxylt-7,
mte-2, rpsi04, ton A2, tsx-1,A7, sup-Ea4,

F'595, pure'lac lys cysChil)  thyA

Leufio, his 61, arg6é, met Bl, lac Y1,

gal-6, sy1-7, mtl-2, rpshiadg,
tsx-t, A T, A 7, suphaa,
FYav asd arp6

tonA?,

PROPORCIONADA POR

DR, A.L. TAYLOR
ALICTA GONZALEZ

BDR. B. BACHMAN

DR. B, BACHMAN
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Figura 2.

Curva de crecimiento en MM (x), MM c¢cis (o), MMet (a)
MMLio (a) de las cepas (a): JM 3664, (b) 5t6.




JM
JM
ST
JM
ST
JM
JM
JM

JM
JM
26
Ty2

CEPA

2053
2169
6
2778
11
3618
3654
2145

3746
3664

TABLA T 11

CRECIMIENTO EN CISTEINA Y METIONINA DE DIFERENTES CEPAS DE S.typhi

g

N

PR T T, B B, B
.

[

NN W -

w

w = A

TIEMPO DE DUPLICACION (HRS)

MMcis

MMme t MMtio
1.3 1.8 1.5
1.2 1. 1.2
1.3 1.3 1.2
1.5 1.6 1.5
1.4 1 1.0
1.5 1.5 2
1.7 1.5 1.7
1.5 {lag 12 2»23 >23
hrs.)
PRt

| 1 |
1.0 1.6 |
1.7

ARO AISLAMIENTO

1972
1973
1974
1975
1876
1977
1978
1979

1979
1960




TABULA v

FRECUENCIA DE CEPAS DE S.typhi CON FENOTIPO Cym

ARO No. CEPAS ANALIZADAS $ Cym % Cis $PROTOTROFAS $ OTRAS
1972 44 97.6 “e-- —ees 3.4
1973-1976% 947 92 8

1977 43 67.4 —--- cee- 32.0

1978 42 90.4 9.0

1979 al 17 31.7 30 13

1980 32 10.6 25 cee- 34.3

*  DATOS REPORTADOS POR ALFARO Y MARTUSCELLT  (12)
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TABLA v

CRECIMIENTO DE DIFERENTES CEPAS DE S.typhi EN PRECURSORNS
DE CISTEINA

CEPA TIEMPO DE DUPLICACION (hrs)  ARO DE AISLAMIENTO
S0, S05 s”
JM 2053 1.5 1.5 1 1972
JM 2169 2 2 1.5 1973
JM 2778 2 2 1.5 1975
1.7 1.7 1.3 1976
2 2 1.5 1977
1.7 2 1.5 1978
1.7 1.7 1.3 1960
1.7 2 1.3
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TABLA VI

FRECUENCIA DE REVERSION HSPONTANEA DE DIFERENTES CEPAS DI S.typhi

CEPA FRECUENCIA
JM 2053 a x 1077
IM 2169 6 x 107
M 2778 3 x 1078
ST 11 11 x 1078
IM 3618 4 x 1077
JM 3654 s x 1078
JM 3745 3 x 1077
JM 3664 2.4 x 1077

26 s x 1078
Ty2

64 x 1078




TABLA VII

CRECIMIENTO EN DIFERENTES MEDIOS DE LAS MUTANTES OBTENIDAS DE LA CEPA JM 3746

CEPA TIEMPO DE DUPLICACION  (HRS)
MM MMcis MMmet MMtio so; s0%
GS 1 >10 3 5 3 3 3
! >10 ! 4.5 4.5
1.5 >10 1.5 3.5 2.5
2.2 1 2.2 2.2 2.2
1.6 1.3 1.9 3




Patr6n de aminofcidos y Radioactividad asociuda a ellos de

la cepa Stlla,

a

Figura 3

1,000,

e e m @At 2T TIIT TS

800,

—— e -

700.

100

80 84

70




Figura 3: b (inserto) Patrfn do florescencia de cisteina oxidada, c patrSn de floresconcia de metionina oxidada.
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ST
JIM
IM
JM
IM

Ty2
GS
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TABLA

42

VIII

COMPLEMENTACION DE LAS CEPAS CIS - POR EL F!

CEPA

2053
1382
2169
2778
11a
3618
3654
3745
3664
26

1
2
3
4
5

CRECIMIENTO EN:

MM lac

+ + + + +

MMcis 1lac

+ + + + + + +

+ + + + + + ¢+

+

595#

ORIGEN

1972
1973
1973
1975
1976
1977
1978
1979
1960
cepa
OoMS,
oste

fagotipo
Zagreb
trabajo

F'lac thy cis C D H I J, derivado de Escherichia coli
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TABLA IX

CRUZA DE LA CEPA ZA 1 CON LAS MUTANTES Cym’

CEPA* FRECUENCIA DE COLONIAS Cis® COMPLENENTACION CON
5

JM 2053 1.6 x 1077 -

IM 3664 2 x 1077 .

IM 3745 a x 1078

JIM 1382 4 x 1078 .

JM 2778 1.27 x 1077 +

ST 11a 7.9 x 10°° .

JM 3618 4.8 x 108 "

JM 3654 1.6 x 107° .

Ty2 1.15 x 1073 s

GS 1 1 x 108

GS 2 6.25 x 100 .

GS 3 6.5 x 10°° .

GS 4 5.2 x 1070

GS § 2.5 x 10°°

* Se utilizaron mutantes esponténens

sm de todas las cepas. Tesistentes a 100 ug/ml de
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sm”

Nimero de colonias Cls+

150

100

’ :\d: ::. \-:‘ .
5 10 15 20 25
Tiempo (min)

ho

P o r
Figura 4; Cinética de aparicidn de colonjas Cis+ sm' de la cruza

entre las cepas GS6 y JM3618 sm'.
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