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Estudios preliminares mostraron que la actividad de la ente-
rotoxina ST de E. coll se encuentra regulada por represién catabo-
lica (80); la actividad de ST estd abatida 100 veces, con respecto
a la cepa silvestre, en cepas deficientes en adenilato ciclasa
(cyaa), o que carecen de la proteina que se une a AMPc (crpﬂ}.

En este trabajo se investigd el efecto de las mutaciones cya'5
y crp? sobre el numero de copias del plasmido pYK007 (STt ApF), y
sobre la secrecién de la toxina intracelular.

Se determiné que el numero de copias por equivalente gendémico
de el plasmido pYK007 en las cepas silvestre y las mutantes es de
1 a 2; el aumento en numero de copias de pYK007 en la cepa silves-
tre con respecto a la mutante crpa fué de 1.24 veces.

En extractos sonicados y sobrenadantes de cultives de las ce-
pas cyaA Yy c.rpA se detectarcon niveles muy bajos de actividad toxi-
génica, en condiciones en las gue la cepa silvestre mostré 100 ve-
ces mas actividad extracelular. Cuando los sonicados de la cepa
silvestre fueron incubados a 65 C por 30 min, se encontré un aumen
to de 64 veces en los niveles de ST, mientras que los sonicados de
las cepas deficientes en represién catabdlica no mostraron este
efecto de termoactivacidn.

Estos datos indican, que el efecto del complejo AMPc-proteina
receptora del AMPc sobre la actividad de ST, no pueden explicarse
como consecuencia de un cambio en el numero de copias por equiva=-
lente gendémico del plasmido pYK007, o por una alteracién en la se-
crecién de ST gue resulte en la acumulacién de la toxina intrace-
lular activa o de toxina termoactivable. Los resultados obtenidos
son compatibles con la hipétesis de que la sintesis de la entero-
toxina ST se encuentra regulada por represién catabdlica a nivel
de la transcripcién del gene que codifica ST.

vi



INTRODUCCION.
1.- ENTEROTOXINAS.

a) Definicién, clasificacién y modo de accién.

Las enterotoxinas bacterianas son proteinas que tienen un e-
fecto téxico en el tracto grastrointentestinal de animales y huma-
nos (10). Las manifestaciones clinicas mas prominentes de entero-
toxicidad son diarrea y vémito, causando desde dafios ligeros, has-
ta letales. Las enterotoxinas varian en su modo de accidn, pero
se les puede clasificar en dos grupos generales: en el primero se
encuentran las enterotoxinas citotéxicas, las cuales tipicamente
matan células eucariéticas (por inhibicién de la sintesis de pro-
teinas) (10); éstas son producidas por patégenos invasores ( E.
coli, Salmonella, Shigella, Yersenia enterocolitica, etc.) los-

cuales provocan la destruccién de la mucosa intestinal, aparicion
de fiebre, y otros sintomas sistémicos (104). El segundo grupo, in
tegrado por las enterotoxinas citoténicas, alteran el metabolismo
celular de manera especifica (por ejemplo, por la elevacién de nu-
cleétidos ciclices) (10) y son producidas por patégencs no invaso-
res (Bacillus cereus, Clostridum pergringens, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae) con los cuales se presenta

diarrea sin provocar cambios histopatolégicos en el intestino o
fiebre (104).

Las cepas enterotoxigénicas no invasoras de E. coli, pueden
producir dos tipos de toxinas: enteroroxinas LT (sensibles la ca-
lor) y enterotoxinas ST (resistentes al calor). Con relacidén a es-
ultimo grupo, se han reportado dos tipos (17): las enterotoxinas
STA son solubles en metancl, activas en ratones lactantes e inac-
tivas en puercos neonatales, mientras que las STB, son insolubles
en metanol, activas en asa ileal de conejo y puercos neonatales, e
inactivas en ratones lactantes. Las enterotoxinas LT y ST, estimu-
lan la produccién de adenilato ciclasa y guanilato ciclasa respec-
tivamente, en las células blanco del intestino, ocasionandoc un in-
cremento en los niveles celulares de AMPc en el caso de LT (23,30)
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Comparacion de la secuencia de aminoacidos de diversas enterotoxinas ST.

La secuencia de las dos especies de 72 aminoacidos fue inferida a partir de la secuencia nu-

cleotidica de dos genes ST, mirntras que la secuencia de las ultimas tres toxinas, fue deri-

vada de las ST extracelulares purificadas. Las regiones de homologia de tos peptidos extrace-
celulares (forma madura} se encuentran encerradas entre lineas punteadas, y las presentes en

en las moleculas inferidas (piecursor) se senalan entre Tineas continuas. Las letras Hy P se

refieren al origen humino o porcing ded gene o peptida ST.



y GMPc en el de ST (39,44), que a su vez resultan en la secrecidn
activa de iones a la luz intestinal con la consiguiente pérdida de
fluido caracteristica de la diarrea (87). El mecanismo de accidn
de STB no se conoce, pero aparentemente no estimula un aumento de
AMPc © GMPc (63).

2.- ENTEROTOXINA ST.1

a) Estabilidad.

ST es estable al calor [resiste incubaciones a 100°C por un
periodo de 15 a 30 min (17,58,61)], en varios solventes organicos
[acetona, cloroformo, metanol (104)], y resistente a tratamientos
con acido y alcali [pH 1-92 (61,69)], proteasas, fosfolipasas, ami-
lasas, desoxirribonucleasas y ribonucleasas (58,61).

b) Peso Molecular y Estructura.

Se han purificado varias toxinas ST extracelulares proceden-
tes de diversas cepas y origenes (humano, porcino, etc), las cua-
les han observado pesos moleculares de 1,972 dal a 7,000 dal (2,
4,68,70,120). Asi también, se ha determinado la secuencia de a-
minodcidos de algunas ST extracelulares (21,126,2,68,122), y la
secuencia nucleotidica de varios genes que codifican para dicha
toxina (B7a,116,32).

En la figura 1 se presenta una comparacién de la secuencia de
aminodcidos de diversas enterotoxinas ST; las dos primeras (de 72
a.a.) fueron inferidas de secuencias nucleotidicas, y las tres ul-
timas se obtuvieron de la secuenciacidén de aminacidos de toxinas
extracelulares purificadas. Es notable que en todas las entero-
toxinas el extemo COOH-terminal de 18 a 19 aminodcidos (ST extra-
celular) estd muy conservade (lineas punteadas), exhibiendo seis
medias cisteinas con una distribucidén idéntica entre otros resi-

1p partir de esta seccidén y atravéz del resto del texto, la
enterotoxina STA estd designada solamente como ST



duos homélogos; de esta regién conservada solo 13 aminoacidos (de
la primera a la ultima cisteina de las secuencias entre lineas
punteadas) son requeridos para observar actividad biolégica (123).

Varios investigadores han identificado una misma toxina en
organismos de diferentes especies (70,87). Rao y Col. (101), com-
pararon tres enterotoxinas ST con diferente composicién de amino-
4cidos y peso molecular en relacidén a su accidén bioldgica, su e-
fecto sobre el transporte de iones y la actividad de guanilato ci-
clasa, encontrando que los mecanismos de accidén y la potencia de
los mismos son iguales para las tres toxinas; concluyeron, que la
heterogeneidad en tamafic y composicién de las diferentes ST's no
se reflejan en diferencias en potencias o modos de accién.

c) Deteccidén e inmunogenicidad.

Clasicamente la identificacién de ST se ha basado en la pro-
duccién de diarrea inyectando intragidstricamente a ratones lactan-
tes, requiriendose como minimo de 0.4 a 2.6 ng. de toxina (de 4.0
a 26.0 ng/ml) para observar una respuesta positiva (4). Actual-
mente, se han desarrollado métodos de deteccidén mas sensibles, co-
mo son radiocinmunoensayos (45,41) y un Ensayo de Inmunoadscbente
Ligado a Enzima (ELISA) (72), cuyos limites de deteccidn son de
0.1 a 1.0 ng/ml (45), y de 0.133 ng/ml (72). En estos ensayos,
se prepararon Y emplearon anticuerpos contra ST acoplada a diver-
sos acarreadores [inmunoglobulina G bovina (45), albumina de sueroc
bovina o hemocianina (41), albumina de suero humana (72)], ya que
la enterotoxina pura resulta ser pobremente antigénica (4). Una
variedad de enterotoxinas ST fueron analizadas por radioinmonoen-
sayo (45), mostrando reactividad cruzada con el anticuerpo obte-
nido a partir de una especie pura, mientras que en determinancio-
nes con ST oxidada con &cido perférmice, STB, LT, toxina de céle-
ra, y otras proteinas, no se observé reactividad alguna. De el
hecho de que la oxidacién de ST suprimié completamente la reaccién
inmune asi como la actividad bioldégica, y de la reactividad cru-
zada demostrada en STA's de diferente origen, composicidén y peso
molecular, se infirié (45) que la regién que contiene a las seis



medias cisteinas altamente conservadas (secuencias entre lineas
punteadas en la figura 1), constituye un inmunodeterminante comin
para una familia de moléculas de ST, el cual estaria relacionado
con el sitio activo, también comim, y gue probablemente regquiere
de uno o mas puentes disulfuro.

d) Secrecidn.

La envoltura celular de E. coli esta constituida por una mem-
brana interna, el espacio peripldsmico, una capa de péptido glica-
no y una membrana externa (26). Esta compleja estructura debe ser
atravezada por la enterctoxina ST durante su exportacién al medio
de cultivo (112); ST es uno de los pocos productos secretados has-
ta el medio externo por E. coli .

La mayoria de las proteinas secretables, son inicialmente
sintetizadas como precursores en ribosomas unidos a membrana, con-
teniendo un péptido extra en el extremo amino terminal (secuencia
sefial o péptido senial), que es removido proteoliticamente durante
o después de la exportacidén, originando un producto maduro (84).

La comparacién de las secuencias de aminodcidos de péptidos
sefial en procariotes, muestra que estos secuencias de 18 a 25 ami-
noicidos, poseen muy poca homologia en cuanto a estructura prima-
ria, no obstante, con respecto a la polaridad hay similitud: el
extremo NHs-terminal contiene de 2 a 8 aminodcidos cargados posi-
tivamente, que se continuan con un segmento de aminodcidos hidro-
fobicos hasta llegar al sitio de procesamiento (84).

El mecanismo de exportacidén de ST se desconoce; en base a sus
secuencias nucleotidicas y de amino&dcidos (figura 1) se ha sugeri-
do que: el hecho de que las toxinas extracelulares contienen de 18
a 19 aminoécidos mientras cque los péptidos inferidos de secuencias
de nucledtidos presentan 72 aminodcidos, implica que ST sufre un
extenso procesamiento durante su exportacidén (10), por otro lado,
el extremo NHp-terminal de los péptidos de 72 aminodcidos que re-
presentarian al precursor de ST, es consistente con los requeri-
mientos del péptido senal (32). Datos experimentales acerca del
precursor y procesamiento de ST fueron reportados por Lathe y Col.
(70), guienes expresaron un gene de ST de origen porcino empleando



un sistema transcripcién y traduccién in vitro ; la fluorografia
de los productos de traduccidén inmunoprecipitados con anti-ST y
sometidos a electroforesis, revelaron la presencia de dos protei-
nas, una de 7,000 dal y otra de 10,000 dal de peso molecular, lo
que sugirié que estos dos péptidos representan las formas proce-
sada (madura) y no procesada (precursor) de ST (70).

3.- PLASMIDOS.

Los pldsmidos son elementos genéticos extracromosémicos dis-
pensables para la célula huésped, capdcez de replicarse autdnoma-
mente (60). El rango de manifestaciones fenotipicas que expresan
los plasmidos, es muy variada, encontrandose que pueden codificar
para resistenciaa antibidticos, factor sexual, resistencia a meta-
les, colicinas, toxinas, factores de colonizacién, etc., de hecho
existen un buen numeroc de plasmidos, cuyo fenotipo es indetermina-
do; a éstos se les ha denominado, cripticos (27,47,106,111,118).

A. PROPIEDADES GENETICAS DE LOS PLASMIDOS.

a) Clasificacién. Transferibilidad y compatibilidad.

Los plasmidos pueden clasificarse como autotransferibles o
conjugativos (con caracteristicas sexuales) y no autotransferi-
bles (no conjugativos); los primeros son mayores de 30 kb (138) y
tienen la capacidad de llevar a cabo su propia transferencia du-
rante la conjugacién, proceso de intercambio genético entre bac-
terias que depende de contacto celular y en el cual el material
genético es transferido de un organismo donador, a uno receptor
(139). El segundo grupo (no conjugativos) estd integrado por plas-
midos menores de 10 Kb, que son incapacez de promover su propia
transferencia por conjugacién, pero pueden movilizarse por la me-
diacién de un pladsmido conjugativo (138).

El plasmido F (factor sexual), fué el primer plasmido descri-
to, y pertenece a los conjugativos; se transfiere en un 100% a
bacterias F~ movilizando con muy baja eficiencia al cromosoma bac-
teriano (71), y puede integrarse al cromosoma bacteriano dando



lugar a bacterias Hfr, las cuales transfieren orientadamente mar-
cardores cromosémicos a alta frecuencia como consecuencia de dicha
integracidén (55). Cuando F se escinde del cromosoma, la bacteria
Hfr revierte a F' siendo éste indistinguible del original, o al-
ternativamente, se pueden generar factores que portan informacidn
cromosémica, denominades F' (55).

Dentro de los plésmidos no autotransferibles, CeclEl ha sido
es el mas estudiado; éste al igual que todos los plasmidos no con-
jugativos, cuando se encuentra en presencia de un plasmido conju-
gativo particular en el mismo huésped puede mobilizarse (exhibien-
do un fenotipo ggg*), para lo cual requiere de varias proteinas
codificadas por el plasmido, las proteinas de mobilizacién, y la
presencia de una regidén de DNA en la molécula misma del plasmido,
denominada bom (bases de la movilidad) (40): contenido en bom se
encuentra un sitio (nic) en el cual se puede introducir un corte
especifico en el DNA por las proteinas que componen €l complejo de
relajacidén del plasmido (40).

La lisis con detergentes no idnicos de células gque hospedan
plédsmidos, ha permitido el aislamiento de un complejo de relaja-
cién, que consiste en DNA de plasmido superhelicoidal asociado a
proteinas que pueden introducir un corte en una de las cadenas del
plédsmido, cuando son tratadas con detergentes iénicos, proteasas o
bromuro de etidio (66). En el caso del complejo de relajacién de
ColEl, se ha demostrado que el DNA estd asociado a tres proteinas
(66 Kd, 16 Kd y 11 Kd), y que al menos una de ellas (16 Kd) esta
codificada por un gene mob del plasmide (139). El corte en el DNA
que provoca la relajacién de ColEl, es especifico para la cadena y
para el sitio nic (73,74,136); una vez relajado el plasmido, 1la
proteina 60 Kd se une covalentemente al término 5' del corte y las
otras dos proteinas se disccian, lo cual puede preceder al inicie
de la transferencia conjugacional del DNA a la célula receptora
(139).

otros pldsmidos no conjugativos como son ColE2, pSCl0l, y RSF
1010 y los conjugatives F, R12, RK2, y R6K, poseen complejos de
relajacién, con especificidad de cadena o de sitio, o ambas (139).



Los plidsmidos ColIb-P9 y R64 han sido aislados como complejos de
relajacién, pero no se ha demostrado que el corte se lleve a cabo
en una cadena o sitio especificos (67).

los pldsmidos tambien pueden clasificarse en grupos de incom-
patibilidad, los cuales se basan en el hecho de que dos o mas
pldsmidos con sistemas de particién o replicacién similares no
pueden coexistir en el mismo huésped y se segregan durante las di-
visiones celulares, por lo que son incompatibles, y pertenecen al
mismo grupo de incompatibilidad (93). Cuando dos plésmidos pueden
coexistir establemente en la misma célula, se dice gque son compa-
tibles y sus sistemas de replicacién son diferentes.

b) Numeroc de Copias.

El ciclo de vida de los plasmidos bacterianos consta de dos
procesos diferentes: la replicacién (rep) por la cual se incre-
menta el numero de copias del plasmido, y la particidén (par), en
el que se distribuyen la copias del plasmido a las células hijas.
Ambos deben de estar controlados para asegurar una herencia esta-
ble del plasmido en la poblacién bacteriana en crecimiento. Esta
informacién se encuentra en los plasmidos mismos, y los procesos
son independientes (91). El numero de copias de un plasmido por
equivalente cromosdémico, depende de rep, y se mantiene estable en
condiciones de crecimiento definidas, heredandose como un caricter
extracromosémico mediante un fiel mecanismo de segregacidén a las
subsecuentes generaciones; asimismo, varia dependiendo de la con-
diciones de cultivo, y de alqunas caracteristicas fisioldégicas de
la célula huésped (91).

Los plasmidos conjugativos (con excepcidén del plasmido R6K)
se mantienen en un numerc de copias bajo, de 1 a 2 copias, y se
dice que estin sujetas a un control estricto (20), mientras que
los plasmides no conjugativos se encuentran en numeros de 10 a 20
coplas, y estan sometidos a un control relajado (20). Los plasmi-
dos sujetos a un control relajado pueden replicarse en ausencia de
sintesis de proteinas del huésped (es decir, en presencia de clo-
ranfenicol), mientras que los plasmidos que exhiben un control es-



tricto, son incapacez de replicarse cuando se bloquea la sintesis
de proteinas de la célula huésped (64,93).

B. PLASMIDOS ST.

Las cepas enterotoxigénicas contienen plasmidos que codifican
para LT, ST o para ambas toxinas (37); los genes ST frecuentemente
son cotransferidos con marcadores de resistencia a antibidtices
(10,37). Los plasmidos que contienen ST y LT se presentan en un
rango de peso molecular de 55 a 61 x 106 dal y tienden a ser alta-
mente relacionados entre si mismos y con otros plasmidos F (53),
mientras que los plasmidos que solamente contienen genes ST, son
heterogéneos, con pesos moleculares de 2.1 a 80 x 106 dal, Yy pue-
den tener un 33% de homologia con plasmidos F, o no presentar nin-
guna homologia con éstos (53,113,121).

En los pléasmidos ST, el gene de la enterotoxina puede estar
contenido en un transposén (115), asi como también, se ha reporta-
do que la resistencia a antibiéticos en algunos plésmidos ST se en
cuentra en transposones (114). Estos elementos genéticos denomina-
dos transposones, poseen la caracteristica de integrarse o trans-
locarse de un locus a otro; las funciones de transposicidn estan
codificadas en secuencias de insercidn denominadas IS que se en-
cuentran a flanqueando a un gene que no esti involucrado en dicha
transposicién y que puede codificar para resistencia a antibiéti-
cos y a metales, toxinas, enzimas del metabolismos de carbohidra-
tos, utilizacién de tolueno, etc. (9). Las elementos IS algunas
veces contienen secuencias repetidas directas, es decir, en la
misma orientacidén una con respeto de la otra, o mas comunmente,
poseen secuencias repetidas invertidas (9).

Se ha postulado (96,114), que la diversidad de los plésmidos
ST se debe a recombinacién entre diferentes plédsmidos enterotoxi-
génicos presentes en el misma célula huésped (96), y por la trans-
pocicidén de marcadores de resistencia a antibidticos (114). So y
col. (116), reportaron que el gene de ST presente en el plasmido
ESF0041 se encuentra flanqueado por secuencias IS1l, y es parte de



un transposén al que denominaron Tnl68l; es posible que la trans-
posicién del gene ST, tambien contribuya con la diversidad de los
plésmidos ST.

C. ESTRUCTURA Y AISLAMIENTO.

Los plasmidos al igual que el DNA cromosémico bacteriano,
tienen una estructura de una molécula de doble cadena circular, y
covalentemente cerrada (CCC), y pueden aislarse a partir de un
buen nimero de especies bacterianas [por ejemplo: Staphylococcus,
Streptococcus Bacillus, Haemophylus, Pseudomonas, Neisseria, y
varias especies de enterobacterias (20)]; cuando son aislados de

células lisadas en condiciones moderadas, poseen una configura-
cién superenrollada, que consiste en un enrollamiento de la molé-
cula circular sobre si misma, ademds de la estructura de doble hé-
lice caracteristica del DNA de doble cadena (20). Durante el ais-
lamiento, una proporcién del DNA del plasmido sufre rupturas dando
lugar a estructuras circulares abiertas (cuando ocurre la ruptura
de un enlace fosfodiester en una de las cadenas) o lineales (cuan-
do ocurre en ambas cadenas) (137).

El superenrollamiento hace gque las moléculas de plasmido ten-
gan una estructura mas compacta, que se traduce en un menor coefi-
ciente friccional, y por lo tanto en un mayor coeficiente de sedi-
mentacién respecto a moléculas lineales y/o circulares abiertas
del mismo peso molecular (133); en base a esta propiedad, los plés
midos pueden aislarse en gradientes de velocidad de sedimentacién
neutros. En gradientes de sedimentacién alcalinos también es posi-
ble aislar o detectar plasmidos, ya que en condiciones alcalinas
el DNA CCC de éstos, por su naturaleza covalentemente cerrada, se
compactan, observando un coeficiente de sedimentacién mayor al de
moléculas lineales y circulares de cadena simple, que se forman en
condiciones alcalinas a partir de las lineales y circulares abier-
tas (137).

Cuando el contenido de GC de un plasmido es distinto al del
cromosoma de la bacteria huésped, éstos pueden distinguirse en
gradientes isopicnicos de cloruro de cesio (134). Asimismo, los
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plasmidos pueden ser aislados o detectados sometiendo lisados de
bacterias a electroforesis en geles de agarosa (83).

Uno de las métodos de aislamiento de plésmidos mas extendido,
fué introducido por Radloff y col. (99), basandose en el comporta=-
miento de flotacién del DNA en presencia de EtBr, que es un colo-
rante que al intercalarse produce el desenrollamiento del DNA. En
el DNA CCC, debldo a las restricciones topolégicas que implica la
carencia de un extremo libre, la unién de coleorante es menor con
respecto al DNA lineal o circular abierto; esta observacién y la
hecha por Bauer y Vinograd (6), de que la densidad de flotacidn
del complejo DNA-colorante es inversamente porporcional a la can-
tidad de colorante unido, permiten separar la molecula circular
del resto de DNA en condiciones de saturacién de EtBr. lLa dife-
rencia observada entre la forma CCC y las moléculas lineales o
circulares abiertas, es de 0.15 g/cm3, cuando la concentracidén de
EtBr estd a saturacién.

4.- EL PROMOTCR E INICIACION DE LA TRANSCRIPCION.

Uno de los principales puntos de regulacién de la expresién
de los genes, se efectia a nivel de transcripcién, proceso median-
te el cual la RNA polimerasa sintetiza RNA a partir de unidades
seleccionadas de informacién genética, presentes en el DNA. El
control de las unidades de transcripcidén se ejerce en el promotor
y/o en el terminador, que son los sitios de iniciacién y termina-
cién de la transcripcién respectivamente.

Generalmente se considera que la fase inicial de la trans-
cripcién incluye el reconocimiento de un sitio especifico en el
DNA de doble cadena por la RNA polimerasa, el desenrollamiento de
una regién especifica adyacente al sitio de reconocimiento, y la
incorporacién del primer nucledtido de la cadena de RNA (135). lLa
secuencia de DNA necesaria para llevar a cabo estas interacciones
se dencmina promotor; el sitio gue corresponde al primer nucledti-
do incorporado es llamado sitio o punto de iniciacicn.



La comparacién de las secuencias de DNA de mas de 100 promo-
tores de E. coli (105,89) ha revelado que estas regiones de aproxi
madamente 60 pares de bases que se asocian a la polimerasa presen-
tan muy poca homologia entre si mismas con excepcién de dos regio-
nes de hexanucleétidos mas o menos conservadas, y localizadas a
~10 (tambien llamada caja de Pribnow, 97), y -35 pares de bases
con respecto del punto de iniciacién de la transcripecion (105,46
89). Estas regiones constituyen los principales puntos de contactoe
de la RNA polimerasa con el DNA dentro de la regién del promotor y
en base a las caracteristicas de espaciamiento entre éstas, y la
conservacién de sus secuencias, se ha derivado la secuencia con-
senso del promotor tipico de E. coli (105), la cual puede represen
tarse como sigue:

TTGACA - Njs5-jg — TATAAT - Ng.7 =-=- primer nucleétido
(-35) (-10) transcrito
N, representa cualquier nucledtido. La conservacién de las bases
en cada posicidén para los dos regiones varia de un 45% a un 100%.

Las RNA polimerasas de procariotes, generalmente tienen una
composicién BB' 3 , es decir, dos subunidades grandes B y B' (160,
000 dal de P.M. promedio), dos subunidades pequefas o« (40,000 dal
de P.M.), y el factor de iniciacidn o (de 44,000 a 92,000 dal de
P.M.) (18). La unidad central de la polimerasa carece del factor
sigma; cuando o se une a la unidad central de la enzima, ésta ul-
tima es capaz de reconocer un sitio especifico contenido en el
promotor (22). La RNA polimerasa se enlaza a este sitio especifico
de reconocimiento (regién -35), formando un complejo cerrado (22).
Posteriormente, la enzima puede interaccionar con una segunda re-
gién dentro del promotor (regién -10) para llevar a cabo una reac-
cién de desenrrollamiento dando origen a un complejo abierto (22),
que incluye la apertura de las cadenas de DNA a partir del extremo
derecho de la region -10 hasta un par de nucledtidos despues del
punto de iniciacién (135). Las asociaciones de la RNA polimerasa
con el DNA en la forma cerrada y abierta, son tambien denominadas
complejos binarios.
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A la formacién del complejo abierto se continua la incorpora-
cién del primero y segundo nucléotidos, formandose un enlace fos-
fodiester entre ellos, y dando lugar al complejo ternario (RNA
polimerasa-DNA-RNA) (135). Una vez formado el complejo ternario,
el factor o es liberado marcando el final de la fase de iniciacién
(135) y la unidad central de la polimerasa prosigue con la elonga-
cién de la cadena de RNA hasta llegar a un terminador.

a) Control positivo de la iniciacién.

La iniciacién de la transcripcién representa un paso muy im-
portante de regulacién de la expresién a nivel de transcripcién, y
puede ser modulada por mecanismos de control positiveo (activacidn)
o por control negative (represién).

Generalmente el control negativo se ejerce por medio de la
unién de una molécula represora a un sitio en el promotor denomi-
nado operador, lo cual impide la unién de la RNA polimerasa al
promotor; los sistemas de E. coli mas estudiados han sido el re-
presor del opercon lac (11), y el represor del operon trp (tripto-
fano) (119).

En cuanto al control positivo de la iniciacién de la trans-
cripcidén, se ha definido que un promotor dado, estd positivamente
regulado cuando requiere de la participacién de una proteina que,
no siempre estd presente, o no siempre es activa en cultivos en
crecimiento exponencial (100); Englesberg (38) propuso el término
de activador para denominar dicho factor proteico. Esta defini-
cién, implica que los promotores regulados positivamente son total
o parcialmente funcionales en la presencia de solamente RNA poli-
merasa. Raibaud y Schwartz (100) compararon las secuencias de 30
promotores regulados positivamente, provenientes de E. coli, va-
rios bacteriofagos, Klebsiella pneumoniae y Rhizobium meliloti, y

observaron que éstos, se desvian significativamente de la secuen-
cia concenso tipica, particularmente la regién -35 y la primera T
de la -10. Este hecho ha derivado la proposicién de que el des-

viamento de los promotores regulados positivamente provoca que la
polimerasa no sea reconocida eficientemente, y que el papel del

12



13

activador, puede ser el permitir la unién de la polimerasa para
que se inicie la transcripeién (100).

Varios sistemas sujetos a control positivo han sido analiza-
dos en detalle. El primer activador estudiado, el producto del ge-
ne ara C (AracC,) (38), actua como un activador del operon araBAD
cuando las bacterias crecen en presencia de arabinosa, sin embar-
go, también puede actuar como represor sobre el mismo operdn en
ausencia de arabinosa(100,38). Los mecanismos de control positivo
sobre el establecimiento y mantenimiento de la lisogenia del bac-
teriofago lamda, efectuados por las proteinas CI y CII del mismo
bacteriofago, han sido bien documentados (49,57,100). Por otro la-
do, el control positivo scbre la iniciacién de la transcripcién en
algunos operones sujetos a represién catabélica (lac, gal, deo,
etc.), ha sido extensamente estudiado (29,94,130).

En adicién a los mecanismos anteriores, se han descrito otras
formas de regulacién de la iniciacién de la transcripcién, como
son: modificacién en la estructura de la RNA polimerasa (50), modi
ficaciones en la estructura del promotor (103), cambios en la ori-
entacién del promotor (103), grado de superenrocllamiento del DNA
(82), cambios en la especificidad de la iniciacién provocada por
cambios en la subunidad de la RNA polimerasa (50), y metilacién
del DNA en el sitio ~10 del promotor (103).

5.~ REPRESION CATABOLICA.

EFECTO DE GLUCOSA. Monod (86), describid que en cultivos de
E. coli crecidos en presencia de glucosa y lactosa, slempre que
hay glucosa, se reprime la habilidad para utilizar lactosa; cuando
se agota la glucosa, el crecimiento cesa y se reactiva después de
un preiédo requerido para la induccidén de las enzimas necesarias
para la utilizacién de lactosa. A este fenémeno de inhibicién es-
pecifica de la induccién de ciertas enzimas por glucosa, se le de-
nominé "efecto de glucosa™. En virtud de que la glucosa tiene o-
tros efectos como: represién transitoria.- se observa cuando la
glucosa afiadida a un cultivo, reprime efectivamente pero transito=-



riamente la sintesis de enzimas inducibles; y exclusién de induc-
tores (76) .- se presenta cuando la glucosa bloquea la entrada de
inductores o aumenta su salida, se dié el nombre de Represién Ca-
tabélica al fenémeno observado en medios de cultivo en presencia
de glucosa o de otros sustratos rapidamente metabolizables, los
cuales provocan una permanente y mas o menos severa represidén de
enzimas catabdlicas.

MUTANTES cya Y crp. En 1965, Makmon y Sutherland (81) de-
mostraron que la adicién de glucosa a un cultivo produce una caida
rdpida de los niveles intracelulares de AMPc; posteriormente se
describié que la adicién de AMPc se sobreponia a la represidén e-
jercida por glucosa en sistemas enzimaticos inducibles (132). Se
confirmé un papel fisiolégico para el AMPc, con el aislamiento de
mutantes en adenilato ciclasa (124). Esta enzima cataliza el paso
de la sintesis de AMPc a partir de ATP, y estd codificada por el
gene cya. Las mutantes cya manifestaron una deficiencia pleiotré-
pica en la utilizacidén de diversos carbchidratos, y ésta se revir-
tié con la adicién de AMPc. Seleccionando para el mismo defecto
que presentan las cepas cya, se obtuveo una clase de mutantes gue
no revirtio su fenotipo con al agregar AMPc y que ademds contenia
niveles altos de adenilato ciclasa. Se mostrd que estas mutantes
eran deficientes en una proteina que se une al AMPc, a la cual se
le llamé CRP (proteina receptora del AMPc) o CAP (proteina activa-
dora del catabolismo) (94). Al obtener deleciones de los genes cya
y crp, se demostrd gue no son indispensable para la viabili-dad de
E. coli y gque su papel es mas bien regulatorio (12,107).

MECANISMO. El AMPc se una a CRP e induce un cambio comforma-
cional (140) en éste Ultimo, lo que le permite unirse especifica-
mente a una secuencia presente en el promotor, el sitio CaP (34,
102); como resultado de la unidn al sitio CAP, CRP estimula la ini
ciacién de la transcripcién por la polimerasa, a partir de ese
promotor.

CRP es un activador de la transcripcidén. Este factor, detec-
ta el nivel de AMPc dentro de la célula y activa una variedad de
operones y genes estructurales si el nivel de AMPc es elevado (78,
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142); asimismo, actia como represor de la expresién del gene cya
(77,15) .CRP estad compuesta de dos subunidades probablemente idén-
ticas con un P.M. de 22,500 cada una (36); en condiciones fisiolé-
gicas, se unen 2 moléculas de AMPc a la holoenzima (121). El sitio
CAP tiene una secuencia simétrica (palindrémica) de tal manera gue
cada mondémero puede reconocer una secuencia de informacidén equiva-
lente. Por medio de experimentos de proteccidén con nucleasas, se
han identificado 17 sitios CAP (29), en promotores en donde CRP
se une para estimular la transcripcidén, o en donde no se conoce el
papel que juega la unidén de CRP. De la comparacién de la secuencia
de estos promotores (29) se observa que la distancia entre los si-
tios CAP y los puntos de iniciacién de la transcripcién varian
significativamente; por otro lado, se ha propuesto un sitio CAP
consenso para CRP (29), tomando en consideracidén la conservacidn y
posicién de las bases de dichos sitios, cuya secuencia es:
NNNNAANTGTGANNTNNNNCANATTNNNNN

En la secuencia concenso se aprecia la doble simetria del si-
tio CAP (bases resaltadas). En algunos promotores, existen mas de
un sitio CRP, a los que en ocasiones se les denomina sitios ilegi-
timos. En el caso del operon lac, el sitio I se encuentra a -62,
y el sitio II comprende parte de la regién del represor; ambos
exhiben un efecto de cooperatividad en ciertas condicicnes (130).

Se han propuesto dos modelos principalmente para explicar el
aumento en la eficiencia de iniciacién de la transcripcién por la
polimerasa en presencia del complejo AMPc-CRP:

1) CRP estimula la iniciacién de la transcripcidén mediante u-
na interaccién directa con la RNA polimerasa, tal, que modifica a
dicha polimerasa y facilita su vez su interaccién con el promotor
(46) . Aungue no se ha demostrado un contacto directo entre la po-
limerasa y CRP, en el promotor del operon lac el sitio CAP requie-
re de un espaciamiento preciso en relacién a las regiones -10 y -
35 para ser funcional, lo cual pudiera apoyar esta hipdtesis (79)
Este mecanismo ha sido inferido en la activaciodn del promotor Pgym
por cI en el bacteriofago lamda (103).
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2) La accidén de CRP es la de desestabilizar la doble hélice
cuando se une al sitio CAP, provocando una perturbacién en la con-
figuracién del DNA del promotor, con lo cual habilita la interac-
cién de la RNA polimerasa con dicho promotor (34). Este modelo es
compatible con el hecho de que, en varios promotores regulados
por el complejo AMPc-CRP, el sitio CAP se encuentra localizado en
diferentes posiciones. Por otra parte, no parece ser congruente
con las propiedades de lac en cuanto a la necesidad de un espacia-
miento preciso para el sitio CAP, y a que no se ha detectado nin-
guin desenrollamiento de la doble cadena del promotor al llevarse a
cabo la unién de CRP al sitio CAP (29,35).

El hecho de que el sitio CRP difiera tanto de posicién en
diferentes operones (~35 gal, =62 lac, -90 ara y =92 en deo) su=-
giere que el nivel al que actuian el complejo AMPc-CRP no es unico.
AMPc y CRP modulan su interaccién con la polimerasa, para conse-
quir (108):

1) Control Positivo. AMPc-CRP aumenta la eficiencia de iniciacién
de transcripcién de la RNA polimerasa [opercones lac, gal, ara,
etc. (130))].

2) Control Negativo. Generalmente, por competicién; en el caso de
gal P2 la unién del complejo AMPc-CRP al sitio CRP, blogquea la u-
nién de la polimerasa. (108)

3) Terminacidén de la transcripcién. Se ha sugerido en la ausencia
del complejo AMPc-CRP en el operon de galactosa, la transcripcidn
es terminada prematuramente (131)

Existen aproximadamente 30 genes descritos, en los que se ha
demostrado una regulacidén positiva, negativa o ambas por el com=
plejo AMPc-CRP. Estos incluyen varios operones para la utilizacidén
de carbohidratos (lactosa, galactosa, arabinosa, maltosa, etec.)
(94,130), la proteina membranal OmpA (29), el establecimiento de
la lisogenia de bacteriofagos temperados (49,57), la sintesis de
colicina El (62), pili tipo I (54), etc.
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6.- ESTUDIOS PRELIMINARES SOBRE LA REPRESION CATABOLICA DE
LA ACTIVIDAD DE ST.

En experimentos realizados con la enterotoxina ST de origen
porcino, Alderete y Robertson (3) cbservaron una reduccién en los
niveles de actividad de ST extracelular cuando usaban como fuente
de carbono en el medio de cultivo glucosa, en en lugar de glice-
rol. Se obtuvieron los mismos niveles de ST cuando los cultivos
con glucosa como fuente de carbono fueron suplementados con AMPc,
el cual, incrementd de 4 a 8 veces el nivel de toxina de los cul-
tivos con glucosa. Estas observaciones sugirierion que la entero-
toxina ST pedria estar regulada por el complejo AMPc-CRP.

En base a las observaciones previas, se iniciaron estudios en
este laboratorio, para establecer si la enterotoxina ST de origen
humano codificada por el plasmido pYK007 (STT ApY) se encontraba
bajo represién catabdélica, y si dicha regulacién se ejercia direc-
tamente sobre la sintesis de la toxina, a nivel de transcripcién
del gene de ST, o se daba a alqun otro nivel (inestabilidad del
plasmido, pérdida del gene ST, etc).

Dos evidencias, principalmente, apoyaron la nocién de repre-
sién catabélica de ST (Martinez C., M.G., Tesis de Maestria) (80):

1) Efecto dé cya ¥y cya crp scbre la actividad extracelu-
lar de la enterotoxina ST. En estos estudios se utilizaron las
cepas deletadas en cya (CA8306) (mutante incapaz de sintetizar
adenil ciclasa), cya crp (CAB445) (mutante incapaz de sintetizar
adenil ciclasa y que tambien carece de la proteina receptora de
AMPc) y una cepa isogénica silvestre (CA8000). A este juego de
cepas se les introdujo por transduccidn generalizada la mutacidén
rpsL (SmT).

El plasmido pYK007 fué transferido por conjugacién de la cepa
J54 (pYK007) a las cepas silvestre, cyaa y cyaﬂ crpﬁ, Sm sensibles
y resistentes, y las transconjugantes ApT, crecidas en diferentes
medios y fuentes de carbono, fueron analizadas para actividad de



ST en presencia y ausencia de AMPc. La tabla 1 contiene los re-
sultados de estos experimentos; se observa que las cepas cyaA cre-
cidas en medio T suplementado con AMPc, muestran un incremento en
actividad toxigénica extracelular de al menos 100 veces con res-
pecto al mismo medio en ausencia de AMPc, obteniendose niveles
comparables a los de la cepa silvestre (CA8000). La cepa JKB445
{cyan crpﬂ rpsL) no presentd ST activa en presencia o ausenciade
AMPc, mientras que en la CAB445 (cyaﬂ crpﬂ), en presencia de AMPc,
se detectaron niveles de actividad 42 veces mas bajos con respecto
a la cepa silvestre.

2) Efecto del AMPc sobre la cinética de las actividades de ST
Yy B=-galactosidasa en la cepa CAB306 (p¥YK007) (cyan). Como se refi-
rié en la introduccién, la regulacidn positiva del complejo AMPc-
proteina receptora del AMPc sobre el operdn de lactosa, ha sido
claramente establecida in vivo (142) e in vitro (78), por lo cual,
la cinética de actividad de B-galactosidasa en presencia y ausen-
cia de AMPc, constituyd un parametro de comparacién conveniente
para la cinética de actividad de ST en las tales condiciones.
Cuando se compararcn las cinéticas de actividad de B-galactosidasa
Yy ST en la cepa cya (pYK007), en presencia y ausencia de AMPc, se
aprecidé que ST responde de manera similar a B-galactosidasa, en-
contrandose que sélamente se detecta la actividad de ambas en pre-
sencia de AMPc.

La dependencia de las actividades de B-galactosidasa y ST por
AMPc en la cepa cyad, sustenta los resultados previos en donde, en
el mismo fondo genético, se detectaron niveles de toxina 100 veces
mas altos en presencia de AMPc comparado con la ausencla del mis-
mo. Estos datos, indicaron un efecto de regulacidén positiva del
AMPc sobre la actividad de ST.

Para demostrar que la informacién genética original codifica-
da por pYK007 esta aun presente en las cepas que fenotipicamente
fueron ST, dicho plasmido fué transferido de estas cepas a la ce-
pa J54; 10 transconjugantes J54 ApT fueron probadas para actividad
de enterotoxina extracelular activa, encontrdndose un ligamiento
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TABLA 1. Efecto del AMPc sobre la actidad toxigénica de ST

GENOTIPO ACTIVIDAD
CEPA RELEVANTE MEDIO AMPc DE sT2

CA8000(PYK007) Silvestre Minimo,glucosa - 1

Minimo,glucosa + 2

Minimo,glicerol - 2

Minimo,glicerol + 2

T - 16

T + 32
CAB306 (pYK007) cyal Minimo,glucosa - (0]

Minimo,glucosa + 2

T - 0.16b

T + 16
CAB445(pYK007) cya® crp® T - 0

T - 0.38P
JKB000 (pYK007) rpsL T - 16

T + 32
JK8306 (pYK007) cya® rpsL T - >0.2b

T + 1s
JK8445(pYK007) crpd rpsL T - >0.2b

T + >0.2b

Actividad de ST2: reciproca de la dilucién a la cual, sobre-
nadantes de cultivos de 6 hrs. dieron una respuesta positiva en
eg ensayo de ratén lactante.

: Estos sobrenadantes fueron concentrados por ultrafiltracién

(Amicon UM=-05) de 100 a 16, 38 y 20 mls., respectivamente.
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ApT ST+ del 100% y 90% para las cepas silvestre y cya , respecti-
vamente (tabla 2). El1 ligamiento ApY ST* en la cepa CA 8445 (cyad
crpd) fué variable en los 4 experimentos realizados, observandose
valores del 50% al 10%.

El hecho de que la actividad de ST ligada a ApT pueda ser
transferida y expresada en la cepa receptora (cya+ crp+), implica
que las cepas donadoras poseen la informacién genética original
codificada por el pYK007. Si bien se puede afirmar lo anterior
para las cepas silvestre y cya“, para la cepa cyal ~::rp":I sélo es
aplicable de manera parcial, ya que de 50% a 90% de las transcon-
jugantes ApY no produjeron ST activa, sin embargo, se puede aseve-

rar que la cepa cyaa crp&

tuve la informacién genética para la que
codifica el pYK007, y parte de esa poblacién, ain la posee. Por o-
tro lado, la variabilidad en el ligamiento ST+, Ap+ en la cepa

cyan crpA, podria deberse a que el gene ST (y/o el gene de ampici-
lina) se encontrara en un transposén cuya pérdida se vea favoreci-

da por la ausencia del complejo AMPc-CRP (110).

Por ultimo, se investigé la posibilidad de que los bajos ni-
veles de ST activa en las cepas cyaA crpA Yy en la cepa cyab en au-
sencia de AMPc se manifiesten como resultado de una segregacidén
del pldsmido pYK0OO7 favorecida por las condiciones de represién
catdbolica en estas cepas (i.e., ausencia del complejo AMPc-CRP).
Los resultados de estos experimentos se localizan en la ultima co-
lumna de la tabla 2, en la que se muestra que el marcador ApY con-
ferido por pYK007 fué estable en todas las cepas probadas. Lo an-
terior indicé que no existe una pérdida preferencial del plasmido
pYK007 en las mutantes cyan Yy cyaA crpA.

Los datos presentados en la tabla 2, eliminan la posiblidad
de que el efecto del AMPc sobre la actividad de la enterotoxina ST
en la cepa cyaA (tabla 1), pueda darse como resultado de la segre-
gacién del plasmido pYK007 o por la modificacién del gene ST con-
tenido en dicho pléasmido.
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TABLA 2. Efecto de cya® y cxrp? sobre la estabilidad de la
frecuencia de transferencia y sobre la integridad
de pYKO007.

Frecuencia de
transferencia/105 donadoras? Ligamiento Estabilidad
Donadora
15min 30min 45min 60min 120min (ST+-ApT) de pYKoo7P

CAB000 0.16 0.83 0.57 0.85 1 0.99
(pYK007)

CA8306 0.094 0.4 1.0 B.9 9.6 0.9 0.98
(PYK007)

CABA445 0.35 0.71 4.8 7.8 0.5, 0.2 1.02
(PYK007) 0.4, 0.1

2 cultivos en fase exponencial en medio L a 37°C, fueron, cre-
cidos hasta una densidad de 3 x 108 células/ml, mezclados (1l:2,
J54 NalY a donador) e incubados sin agitacién a 37 C; muestras
fueron tomadas a los tiempos indicadeos, diluidas y espatuladas en
cajas de L con ampicilina y &cido nalidixico. 10 transconjugantes
ApT de cada cruza fueron ensayadas para actividad de ST.

b Un cultivo en crecimiento exponencial de la cepa J54 (pYK007)
fué usado como donadora en conjugacién con las cepas receptoras
CA8000, CAB306 y CAB445. S5 y 6 transconjugantes de las cepas CA-
8000 y CA8306, respectivamente, seleccionadas en agar minimo Ap
y, 6 transconjugantes de la cepa CA8445 seleccionadas en cajas de
L Ap Sm, fueron purificadas dos veces en el mismo medio. Despues
de confirmar el fenotipo de las transconjugantes, éstas fueron
ensayadas para la estabilidad del plasmido pYK007 como sigue:
cultivos de cada aislamiento fueron crecidos a 37 C por 18 hrs.,
en medio L con Ap; la suspensién fué diluida a 103 células/ml en
medio L sin Ap e incubado con vigorosa agitacidén por 8 hrs. Los
cultivos fueron diluidos para determinar la cuenta viable en ca-
jas de L con y sin ampicilina.

€ Los experimentos de transferencia fueron hechos con 4 ais-
lamientos independientes de CAB445 (pYK007) para la determinacién
del ligamiento ApY¥-sT*.



OBJETIVO:

Se ha descrito el estudio preliminar realizado en este labo-
ratorio cuyos resultados sugirieron gque la enterotoxina ST codifi-
cada por el plasmido pYK007 se encuentra regulada por el complejo
AMPc-proteina receptora del AMPc; en base a éstos, se propuso comoc
hipétesis de trabajo que la enterotoxina ST codificada por pYK007
estd sujeta a represidén catabdlica, y la demostracién de esta hi-
pétesis constituyé el objetivo general del presente trabajo.

Previamente se indicé que el plasmido pYK007 es estable en
las cepas silvestre, cyaﬂ Y cyaa crpﬂ, y cque la actividad entero-
toxigénica puede ser transferida y expresada, por lo cual cual, el
fenotipo ST~ exhibido por las cepas t::ya'a en ausencia de AMPc, y
por la cepa cyaA crpﬁ, no se debe a la inestabilidad del pldasmido,
o a la inhabilidad de producir toxina activa por pYK007. Sin embar
go, se puede observar el mismo efecto si el control de numero de
copias de pYK007 es el que se encuentra regulado por el complejo
AMPc-proteina receptora del AMPc, de forma que en ausencia de este
complejo, el nimero de copias del pldsmido por equivalente gené-

mico disminuyera.

Considerando lo anterior, el objetivo de la primera parte de
este trabajo fué el establecer el efecto de las deleciones cya vy
cya crp sobre la replicacién del plasmido pYK007, determinando
si existe una diferencia en el nimerc de copias de pYK007 en cepas
dificientes en la formacién del complejo AMPc-CRP tal, que expli-
que los niveles de actividad toxigénica en estas cepas. Para la
determinacioén del numero de copias de pYK007, se seleccioné la mé-
todologia de la cuantificacién del DNA superhelicoidal a partir de
lisados crudos de las cepas, empleando gradientes analiticos de
CsCl-EtBr; de encontrarse diferencias significativas, se visualizod
la aplicacién de técnicas de hibridizacién DNA:DNA.
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Tomando en cuenta que la enterotoxina ST es una proteina ex-
portable, se podria plantear que las mutantes deficientes en re-
presién catabélica estan alteradas en su capacidad de secrecién
y/o activacién de ST, provocando una acumulacidn de la toxina in-
tracelular ya sea activa, o inactiva. Esta explicacién seria com-
patible con los niveles bajos de toxina extracelular que se obser-
a crp? y cya®; en base a esta posibilidad,
en la segunda parte del trabajo se planted el anadlisis del conte-
nido intracelular de enterotoxina ST en las cepas deficientes en
represién catabdlica, empleando extractos sonicados de las mismas,

varon en las cepas cya

con el objeto de determinar si existe una acumulacién de toxina
ST activa en el interior de éstas cepas.

23



MATERIALES Y METODOS.
1.- CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS.
En la tabla 3 se describen las cepas y plésmidos usados.
2.- MEDIOS DE CULTIVO.

El medio L (85) fué empleado en los experimentos de mar-
caje con 3H-timidina, en el aislamiento de DNA por el método de
nitrocelulosa, y en general se usé en todos los cultiveos, a menos
que se indique otro medio; consistié en: Bacto triptona (10 g),
extracto de levadura (5 g), NaCl (10 g), se llevé a un pH de 7.0
con 1 M NaOH, y se aford a un litro con agua destilada. Los mar-
cajes con l4c-timina se efectuaron en medio minimo M9 (66):
NapHPO4 (6 g), KHyPO4 (3 g), NaCl (0.5 g), y NH4Cl (lg); se aforé
a un litro con agua, y esterilizé. Posteriormente, se agregd:
glucosa al 0.2%, MgSO, al 0.01%, vy 5 g de casaminodcidos. En los
experimentos de sonicacidén, y siempre que se midié actividad de
ST, se utilizé el medio T2 (38a): Casaminoacidos (con vitaminas)
(20 g), extracto de levadura (6 g), NaCl (2.5 g), y KpHPO4'3H0
(8.7 g); se ajusté a un pH de 8.5, se aford a un litro con agua
destilada, y se esterilizé. Una vez esterilizado, y frio, se afa-
dié 1 ml de solucidén de metales, que presentd la siguiente com-
posicidén: MgsOo4 al 5%, MnCl,; al 0.5%, y, FeClj al 0.5%, disueltos
en H,504 0.001 N.

2E]1 medio T original descrito por Evans y col. (38a) contiene
1.5 g/1 de extracto de levadura, mientras gque el empleado en este
trabajo, contuvo 6 g/l.



TABLA 3. Cepas Bacterianas y Plasmidos.

Cepas Yy Genotipoe ©
Plasmidos Fenotipo relevante Origen y comentarios
Cepas
40IEC-4 (ST* ApF Tra) Tct Cepa original clinica que
alberga pYK007 (121).
78IEC Indefinido Posee 8 plasmidos usados
como marcadores de PM(121)
TA-35 (stt ApT Tra) pro PYK007 transferido por con
22 met 63 Nalf jugacién de la cepa 40IEC-
3 a la J54 (121).
CR34 F~ thr™ leu™ thi~ (8).
thy™ lac”™ )
J54 pro 22 met 63 Nalf NalT espontanea de J53(31)
CAB000 HfrH thi~ (12).
CAB306 HfrH thi~ cya® (12).
CAB445 HErH thi~ cya® crp? | (107).
rpsL
Plésmidos
pYKO007 sT* ApT Tra Transferido a J54 por con-
jugacién con 40IEC-4;
transferido a todas las
demas cepas por conjuga-
cién con J54 (pYK007) (121)
pYKO008 ST™ ApT Tra Transferido a J54 por

conjugacién con CAB445
(PYK007) (121).
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3.- AMORTIGUADORES.

En los experimentos donde se manipulé DNA (excepto en la
determinacién del complejo de relajacién), el amortiquador TES
tuvo la siguiente composicién: Tris base (0.05 M), EDTA (0.005 M),
NaCl (0.05 M), pH 7.8 o pPH 8.0. E1l TES usado en los experimentos
de complejo de relajacién fué: Tris (0.03 M), EDTA (0.005 M), NacCl
(0.05 M), pH 8.0. Para el corrimiento y elaboracién de los geles
de agarosa se empled el amortiquador TB, (Tris-Boratos): Tris (89
mM) , EDTA (2.5 mM), dcido bdérico (89 mM), pH 8.2. La composicidn
de los amortiguadores usados en los experimentos de hibridizacidn
fué, para TSE-2/KCN: Tris (0.1 M pH 8.0), Nacl (0.5 M), EDTA
(0.01 M), KCN (0.01 M); para SSC: NaCl (0.15 M), Citrato de sodio
(0.015 M), pH 7.0. Atravéz de los protocolos de fijacidén de DNA a
filtres e hibridizacidén, se refieren 6x SSC, 2x SSC, 0.1x SSC,
etc., lo cual indica las veces que estd concentrada la solucién
patrén (1x), que es la referida anteriormente. En los experimen-
tos de sonicacién y determinacién de actividad de ST se empled el
amortiquador PBS: NaCl (0.137 M), KCl (0.003 M), NayHPO,; (0.016
M), KHyPO4 (0.002M), PH 7.4.

4.~ LIQUIDOS DE CENTELLEO.

En los conteos de muestras radiactivas en papel filtro
se utilizé el liquido de centelleo Tolueno-PPO (5 g de PPO por ga-
1é6n de toluenc). En algunos experimentos, las muestras provenien-
tes de lisados claros o lisados totales se contaron directamente
(en solucién) con el coctel Tolueno-PPO-Tritdn x-100: Tolueno (1
litro), Tritoén x-100 (600 ml), PPO (3.5 g), Hp0 (168 ml).
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5.=- AISLAMIENTO DE PLASMIDOS POR EL MINIMETODO DE NITROCELU-
LOSA. (121).

Cultivos crecidos durante la noche fueron diluidos 1:50
en 3 ml de medio L y se incubaron con agitacién a 37°C hasta al-
canzar 100 U.K.. Las células fueron cosechadas, lavadas dos veces
con 3 ml de TES, resuspendidas en 120 yl de sacarosa al 0.25%
(disuelta en Tris 50 mM pH 8.0) e incubadas 5 min a 4°C en bafo de
hielo; se agregaron: 24 ul de lisozima (5 mg/ml en Tris 50 mM pH
8.0), 48 ul de 0.25 M EDTA pH 8.0 (con intervalos de incubacién de
5 min), y 60 ul de Mezcla Litica (Tritén x-100 0.3%, EDTA 187 mM,
Tris 150 mM pH 8.0). Transcurridos 15 min, se afiadieron: 48 Ml de
NaCl 5M, 120‘31 de agua estéril, y 84 pl de pronasa (5 mg/ml en
TES, predigerida 15 min a 37'e): Después de cada adicioén, los tu-
bos se mezclaron por inversién, y la mezcla final se incubd por 15
min a 37°C. Posteriormente se adicionaron 500dpl de fenol (desti-
lado y saturado con TES) ¥y 250 pl de cloroformo a la muestras, y
se mezclaron durante 25 min en un rotador. Las fases acuosa y fe-
nélica fueron separadas centrifugando por 5 min (Eppendorf, mo-
delo 5414) (la centrifugacidén se realizo a 15,000 x g en éste y en
los pasos siguientes); se recuperd la fase acuosa, a la cual se
agregdé 1 ml de éter saturado con TES y se invirtié por 2 min, des-
cartdndose la fase de éter (se repitié una vez mas la extraccidn
con éter). Las muestras fueron llevadas a un pH de 12.0 con NaOH
5 M, incubadas a 37'C por 30 min, y ajustadas de nuevo al pH ori-
ginal, entre 7.7 y 8.0, con HCl 2 N. Se afnadieron 0.5 g de nitro-
celulosa, y se mezcld por inversidén durante 15 min, después de los
cuales, las muestras se centrifugaron por 3 min para sedimentar la
nitrocelulosa; a los sobrenadantes se adicionaron 50 ul de acetato
de sodio 3 M pH 6.0 y 1 ml de etanol absoluto a -20°C. E1 DNA fué
precipitado a esta temperatura por 18 hr, se recuperd centrifugan-
do por 15 min, y se resuspendié en 200 ul de acetona; ésta, fué
eliminada despues de una centrifugacién por 3 min. Finalmente,
las pastillas con el DNA de plasmido, fueron secadas al aire, y se
resuspendieron en 50 ul de 0.1 x TES.
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Preparacién de nitrocelulosa (13a): La nitrocelulosa
{(RS125-175) se pulverizé finamente en una licuadora, se secd a
70'C durante 60 min, se lavé con agua destilada 4 veces, se incubé
16 hr a 70°C con una solucién de KCL (0.06M) y Tris (0.01M pH 7.3)
y finalmente, fué lavada 4 veces con agua bidestilada.

6.=- ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA (121).

Se prepardé agarosa al 0.7% en amortiguador TB, ligquada
por ebullicién, se virtié entre dos placas de vidrio separadas por
espaciadores de 1.5 mm, y se colocd el peine imediatamente; las
placas fueron previamente selladas con agarosa al 1.0%, y con una
esponja en la base. Una vez que gelificéd se retiréd el peine, el
gel fué adaptado al aparato de electroforesis, y se llenaron los
resorvorios de éste ultimo con TB. A cada una de las muestras de
DNA de plasmido en 50 Fl de 0.1 x TES, se agregaron 10 ul de una
solucién de azul de bromofenol (Azul de bromofenol 0.07 %, glice-
rol 33 %, SDS 7 %), y se depositaron en los pozos del gel. lLa co-
rrida se efectud aplicando una diferencia de potencial de 125 wvol-
tios durante 6 hr, después de las cuales, el gel fué transferido a
un recipiente con una sclucién de EtBr al 0.4 %. Transcurridos 15
min, se lavé el excesoc de EtBr con agua destilada por 30 min. Por
iltimo, las bandas de DNA en el gel fueron visualizadas en un
transiluminador de luz ultravioleta de onda larga (La Jolla Scien-
tific, Co., modelo LJ-8) y se fotografid con una camara (Polaroid
Land MP 4) egquipada con un filtro amarillo (Kodak, Wratten no. 7)
empleando una pelicula con negativo (Kodak, polaroid tipo 55).

7.~ TRATAMIENTC DE MUESTRAS RADIACTIVAS EN PAPEL Y CONDI-
CIONES DE CONTEOQ.

Toda vez que se contd DNA aplicado a papel filtro, se
siguié el siguiente procedimiento: Cuadros de papel filtro de a-
proximadamente 2 cm? (Whatman 3 MM) fueron marcados con lapiz,
colocados scbre papel aluminio, las muestras radicactivas aplica-
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das, y secados bajo una ldmpara de luz infraroja. Los papeles fue-
ron depositados en un vaso de precipitados y se agregd suficiente
TCA al 10% frio, para cubrir los papeles; transcurridos 15 min a
4°C, se deseché el TCA y se adiciond etanol al 95% frio, y se in-
cubé a 4'C por otros 15 min. El etancl tambien fué desechado, y se
afiadié éter a temperatura ambiente; despues de 5 min, se descartd
el éter y se secaron los papeles con aire. Una vez secos se co-
locaron en viales de centelleo, se agregaron 7 ml de liquido de
centelleo tolueno-PPO, Yy se determiné la radicactividad de las
muestras.

Los procedimientos aplicados para el establecimiento y
optimizacién de las condiciones de conteo que se describen a con-
tinuacién, se encuentran detallados en el apéndice. Los viales de
centelleo con muestras radiactivas en papel fueron contadas (Pac-
kard Tri-Carb Liquid Scintillation Spectrometer modelo 3385) con
una amplificacién de 60 % para 3H, y de 11.5 % para 14c, y con un
discriminador de ventana de 50 - 1000. Para el conteo simulténeo
de doble isétopo (®H y l4c), se conté con las conciciones siguien-
tes:

AMPLIFI~ FACTOR DE

CACION VENTANAS PASO CORRECCION EFICIENCIA
34 60.0 % 50 -272 a léc= 0.1% 1.8461 32 %
l4¢  11.5 % 221 - 1000 a 3H = 10.0 % 1.5172 78 %

8.- CINETICA DE INCORPORACION DE 3H-TIMINA.

Cultivos de la cepa J54 (pYK007) crecidos durante la noche en
medio minimo suplementado, fueron diluidos 1:50 en 30 ml del mismo
medio e incubados con agitacién a 37°C; cada 10 min se midié 1la
turbidez de los cultivos (fotocolorimetro Klett-Summerson, modelo
800-3, 520-580 nm). Al tiempo cero, o cuandoc el cultivo llego a
30 U.K., se agregaron deoxiadenosina (300 ug/ml) y 3H-timina (0.1

1/10 ml de cultivo); desde el momento de la adicidén de la marca,
se tomaron 2 alicuotas de 0.5 ml de cultivo con intervalos de 10
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min, hasta que el cultivo alcanzé 140 U.K. Inmediatamente después
de tomar las alicuotas, éstas se agregaron a tubos en bano de hie-
lo conteniendo 2.5 ml de TCA al 5 % frio, agitando vigorosamente
después de cada adicidén, y se mantuvieron en hielo hasta colectar
la ultima alicuota. Las muestras en TCA fueron colectadas en fil-
tros de nitrocelulosa por succién al vacio (los filtros se pretra-
taron incubando en TCA al 5 % y 200‘pg/m1 de timina fria); los tu-
bos se lavaron tres veces con 3 ml de agua Yy una vez con 3 ml de
agua en ebullicidén, y los lavados se colectaron en el filtro de la
muestra correspondiente. Después de gue los filtros fueron seca-
dos, se contaron en viales de centelleo con 7 ml de tolueno-PPO.

9.- MARCAJE DE CULTIVOS CON 3H-TIMIDINA (65) .

Cultives crecidos durante la noche fueron diluides 1:50
en medio L e incubados a 37°C con agitacién; cuando llegaron a
una densidad 6ptica de 80 U.K., se agregd 3H-timidina (0.1ml/ 10
ml de cultive) al cultivo y se continué el crecimiento del mismo
durante 10 min, que en las condiciones usadas, correspondié a lle-
gar a 100 U.K. o 105 U.K. (5 x 108 células/ml). Las células se
transfirieron imediatamente a un bafo de hielo y se procesaron
sequn el protocolo experimental seleccionado.

10.- MARCAJE DE CULTIVOS CON l4C-TIMINA.

Cultivos desarrollados durante la noche en medio M9 su-
plementado con casaminodcidos y glucosa, fueron diluidos 1:50 en
el mismo medio e incubados con agitacién a 37°C, hasta que alcan-
zaron 40 U.K.. A este tiempo se adicionarcn al medic 300 ug/ml de
deoxiadenosina, y 0.1 ml de l4c-timina por cada 10 ml de cultivo.
Se continué el crecimiento de los cultivos a 37°C, y cuando regis-
traron una densidad dptica de 100 U.K. se les transfirié a un bafo
de hielo. A partir de aqui, las células se procesaron segun el
protocolo experimental seleccionado.



11.~- LISADOS CRUDOS Y GRADIENTES ANALITICOS DE CsCl-EtBr PARA
LA DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS (7).

5 ml de cultivos de las cepas CA8000 (pYK007), CA8306
(pYK007), CA 8445 (pYK007), J54 (pYK007) y J54 (pYKOO0B) se marca-
ron con JH-timidina como se describe en el método 9, y 26 ml de la
cepa J54 (pYK007) con l4c-timina como en 10. Al llegar a 100 U.K.,
5 ml1 del cultivo marcado con l4c fué adicionado a cada 5 ml de los
diferentes cultivos marcados con 3H~timidina; las mezclas de 10 ml
por cultivo fueron transferidas a tubos de centrifuga, y se centri
fugaron a 10,000 rpm durante 10 min, a 4'C (Sorvall RC-5B, Du Pont
Inst., rotor SS5-34). Las pastillas fueron lavadas una vez con 2 ml
de TES frio, y se resuspendieron en 1 ml de TES que contenia: li-
sozima (1 mg), sacarosa (100 mg), y RNAsa (500 ug) preincubada 5
min a ebullicién en acetato de sodio (0.05M, pH 4,6). Una vez re-
suspendidas, se incubaron a 37'C por 10 min, se transfirierocn a un
bafic de hielo, y se afadié 0.5 ml de Sarkosyl (al 2% en agua). A
estas muestras, se adiciond 1 ml de TES que se mezcld tomando un
volumen de 1 ml con pipeta de 1 ml y regresando la solucidén a una
velocidad de 0.3 ml/seg. Este Ultimo paso se repitié veinte veces
(se observé buena ruptura del DNA cuando ya no salié de la pipeta
en forma continua, sino en gotas).

Para 2 ml de lisados crudos: se pesaron 13.1 g de CsCl y
se depositaron en tubos de vidrio de 40 ml; alli se afiadieron 2 ml
de lisado, y 11 ml de agua destilada esterilizada. Se taparon los
tubos con parafilm, y se disolvié el CsCl agitando gentilmente por
inversién; se agregaron 0.7 ml de EtBr (5 mg/ml), y de nuevo, se
agité por inversidén hasta tener una solucién homogénea. Las mues-
tras fueron transferidas a tubos de polialémero (prehervidos 5 min
en TES) para el rotor 60 Ti (Beckman), se adaptaron las tapas de
los tubos, y se llendé la camara de aire con aceite mineral, elimi-
nando todas las burbujas. Durante el procedimiento de cerrado, los
tubos se cubrieron con papel aluminio para evitar rompimiento del
DNA debido a la incidencia de luz sobre en el complejo DNA-EtBr.
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La centrifugacién se realizé a 45,000 rpm y 15°C durante 36 horas
(sin freno), en una ultracentrifuga Beckman modelo LS5-65, o L8-55.
Los gradientes fueron colectados como se describe en el método 14.

l2.~- DETERMINACION DEL COMPLEJO DE RELAJACION EN GRADIENTES

ANALITICOS DE VELOCIDAD DE SEDIMENTACION (66).

30 ml de cultivos de las cepas del juego isdégenico cyaa
Yy crpﬁ con el plasmido pYK007 o de la J54 (pYK007), se marcaron
con 3H-timidina como se indica en el método 8. Cuando los culti-
vos llegaron a 100 U.K., las células fueron cosechadas por centri-
fugacién a 10,000 rpm, durante 10 min, a 4°C (tedos los pasos sub-
secuentes se efectuaron en un bafio de hielo y las soluciones ana-
didas se enfriaron previamente). Las pastillas fueron lavadas dos
veces con TES, y se resuspendieron en 1 ml de 25% sacarosa (en
Tris 0.05 M, pH 8.0). Se agregaron 0.2 ml de lisczima (5 mg/ml en
Tris 0.25 M pH 8.0), se mezcld suavemente, y se incubdé por 5 min;
igualmente, se anadieron 0.4 ml de EDTA (0.25 M pH 8.0) y se incu-
bé por otros 5 min. Las muestras fueron lisadas por la adicién de
1.6 ml de mezcla litica (Triton X-100 al 0.2 %, EDTA 0.0625 M, y
Tris 0.05 M pH 8.0); transcurridos 15 min, los lisados crudos se
clarificaron pon una centrifugacicén de 15 min a 18,000 rpm (rotor
SS~-34, Sorvall), sin freno, a 4°C. El lisado claro (sobrenadante),
conteniendo predominantemente DNA de plasmido, se decanté con cui-
dado deteniendo la pastilla con una pipeta pasteur, y se mantuvo
en bafio de hielo. La pastilla, compuesta por DNA cromosdmico y
restos celulares, se resuspendidé en una solucién de la misma com-
posicién del lisado claro, y alicuotas de ambos se contaron con el
coctel tolueno-triton X100-PPO, para estimar el porcentaje y can-
tidad de cuentas en el lisado claro.

Para el andlisis de velocidad de sedimentacién de los
complejos de relajacién se emplearon gradientes preformados dea 5
ml de sacarosa neutros, del 5%-20% (w/v) y del 20%-31% (w/v), en
presencia de diferentes concentraciones de NacCl. Las soluciones de
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sacarosa se prepararon en TES con baja sal (0.05 M NacCl), media
(0.5 M NaCl) 6 alta sal (1 M NaCl), y se esterilizaron en autocla-
ve. En ocasiones se incluyé al fondo del gradiente, un colchén de
sacarosa al 50% en TES. Tipicamente, se aplicaron a los gradien-
tes, 150 pl de los lisados clarcs en un volumen final de 300 ul
(llevando al volumen final con TES). Cuando se indujo la relaja-
cién de los complejos, las muestras de 300 ul contuvieron SDS (al
0.25 %) o EtBr (300 pg/ml). La ultracentrifugacién se realizé a
45,000 rpm, en el rotor SW50.1 (Beckman), a 15°C. Los tiempos de
centrifugacién variaron para los diferentes experimentos y con-
centraciones de sacarosa, comunmente la corrida se efectud por 45
min o 1 hr. El fraccionamiento de los gradientes se describe en
el método 1l4.

13.- GRADIENTES PREPARATIVOS DE CsCl-EtBr Y DE SACAROSA.

Los gradientes preparativos se emplearon para el aisla-
miento y purificacidén de plasmidos marcados radiactivamente. A
continuacién se describe el procedimiento usado en relacidén al
tipo de gradiente.

CsCl-EtBr: Cuando se requirié que el plasmido estuviese
marcado con 3H, se emplearon cultivos de 30 o 100 ml, marcados co-
mo se describe en el método 9; para pldsmidos marcados con l4c, se
marcaron 30 ml de cultivo como se indica en el método 10. Una vez
obtenidos los cultivos marcados, se generaron lisados claros por
el método de lisozima-EDTA-mezcla litica con tritén (método 12),
adaptando las cantidades cuando se procesaron 100 ml. Con los 1li-
sados claros se preparon gradientes de CsCl-EtBr, con la relacidn
siguiente: a cada 3.8 ml de DNA (lisados claros mas TES), se aha-
dié, 3.55 gr de CsCl (seco y mantenido en desecador) y 0.3 ml de
EtBr (5 mg/ml). La elaboracién de los gradientes y las condicio-
nes de ultracentrifugacién fueron iguales a las descritas en el
método 11, exceptuando el uso del rotor 50Ti para los gradientes
preparativos. La coleccidén de las fracciones y el procesamiento de
las muestras se encuentran en los métodos 14 y 15 respectivamente.



Sacarosa: Se obtuvieron lisados claros a partir de 30 ml
decultivos de las cepas seleccionadas, de la misma manera que en
los experimentos de complejo de relajacién (método 12), pero se a~-
dicioné solamente la mitad del volumen de todas las soluciocnes,
para concentrar un poco la muestra. 300 ul de los lisados claros
se aplicaron a gradientes neutros de sacarosa del 5% - 20% o del
20% - 31%, que tuvieron una concentracidén de NacCl, de 0.05 M o 0.5
M. La ultracentrifugacién se realizéd con las mismas condiciones de
los gradientes analiticos; el fraccionamiento y procesamiento de
las muestras se describe en el método 14.

1l4.- COLECCION DE FRACCIONES DE GRADIENTES.

Al término de la ultracentrifugacién, los gradientes
se colocaron en un dispositive con una aguja hueca, y fueron per-
forados por la base. Las gradientes analiticos se colectaron di-
rectamente sobre cuadros de papel Whatman, con los cuales se de-
terminé la radiactividad de las fracciones (método 7), y se obtu-
vo el perfil del gradiente. Para los gradientes analiticos de
CsCl-EtBr se colectaron 10 gotas por fraccién, y para los de sa-
carosa, 15 gotas por fraccién. En el caso de los gradientes pre-
parativos, las fracciones fueron colectadas en cajas de microtitu-
lo (15 gotas/pozo) y se aplicaron alicuotas (10 ul) de cada pozo a
papeles; éstos se procesaron Y se contaron (método 7) obteniendose
el perfil de cuentas del DNA de plasmido y del cromosémico.

Cuando se emplearon gradientes preparativos de sacarosa, las
fracciones contenidas en el regién del DNA del plasmido de inte-
rés, fueron transferidas de la caja de microtitulo a un tubo de
polipropilenc, y alicuotas de ésta solucién (100 ul=-150 pl) fue-
ron aplicadas a gradientes de velocidad de sedimentacién para su
anadlisis.
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15.- CONCENTRACION DE MUESTRAS PROVENIENTES DE GRADIEN-
TES PREPARATIVOS DE CsCl-EtBr.

Con el perfil de cuentas determinade con las alicuotas
de las fracciones del gradiente (método anterior), se identifica-
ron las fracciones de interés (las contenidas en el pico de DNA de
pldsmido y en ocasiones las del DNA cromosémice); estas fracciones
fueron transferidas de los pozos de las cajas de microtituleo a un
tubo corex siliconizado, y se procesaron de la siguiente manera:
se midié el volumen contenido en el tubo, y se afadié un volumen
de 2-propanol saturade con CsCl (CsCl 10.65 gr, TES 12.3 ml, 2-pro
panol 15 ml). Las fases se mezclaron por inversién con parafilm y
se incubdé unos minutos en hielo. Posteriormente se descarté la fa
se superior (isopropancl con EtBr), y se repitidé tres veces mas el
procedimiento de extraccidén, o las veces necesarias para conseguir
una fase de DNA (inferior) totalmente incolora. Se afiadieron: 2
volimenes de TES, 0.3 volumenes de acetato de sodio (3M pH 6.0), ¥y
6 volumenes de etanol abscluto (a —ZO'C). La solucidn fué incubada
a -20'c por 18 hrs, y el DNA precipitado, fue recuperado por cen-
trifugacién (Sorvall, rotor HB-4) a 10.000 rpm por 20 min a -10 C.
Se recuperaron las pastillas, mismas que fueron secadas al aire,
se resuspendieron en un volumen pequerio de 0.1 x TES, y se almace-

enaron a -20°C.

16.- AISLAMIENTO DE pYK007 POR EL METODO DE NITROCELULOSA
(121).

E1l DNA de pYK007, fué aislado a partir de 5 o 10 litros
para cada experimento de hybridizacién empleando la técnica que se
describe a continuacién, y que fué desarrollada en este laborato-
rio. El procedimiento utilizado es una adaptacidén del minimétodo
previamente descrito, modificando los volumenes. La composicién de
las soluciones comunes, se encuentra en dicho minimétodo (seccién
5).
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Para un litro de cultivo: un cultivo crecido durante la
noche, fué diluido 1:20 en medio L e incubado a 37°C, hasta que
las células llegaron a 100 U.K.:; éstas fueron divididas en frac-
ciones de 125ml por tubo (corex) y se centrifugaron (25 ml a la
vez) a 10,000 rpm por 5 min (a menos que se indigque, en éste y en
los pasos subsecuentes, se usaron el rotor $S-34 y la centrifuga
Sorvall). Las pastillas fueron transferidas a un bafio de hielo,
lavadas con 25 ml de TES frio y resuspendidas en 2 ml de sacarosa.
A cada tubo se agregé: 0.4 ml de lisozima y 0.8 ml EDTA, incubando
5 min después de las adiciones, y 1 ml de mezcla litica (mezclando
suavemente cada 0.1 ml). Transcurridos 15 min, se afiadieron: 0.8
ml de NaCl y se incubd por 5 min, 2 ml de agua destilada estéril,
y 1.5 ml de pronasa (predigerida, 15 min a 37°C), incubando a 37°C
durante 15 min. Hasta este punto, el volumen en cada tubo fué a-
proximadamente de 8.5 ml, y el resto del procedimiento se efectd a
temperatura ambiente. Se anadié 1 volumen de fenol y 0.5 volumenes
de cloroformo 8.5 ml incubando por 15 min con rotacidén, se centri-
fugé a 10,000 rpm por 10 min, y se extrajo la fase acuosa (supe-
rior) transfiriendola a tubos limpios. Esta fase se extrajo repe-
tidamente con éter invirtiendo y centrifugando a cada extraccidn,
hasta que las interfases se vieron claras. El contenido de los tu-
bos fué vertido a un vaso de precipitados (dado que era la misma
muestra) y se llevé a pH 12.0. Transcurridos 30 min a 37°C la so-
lucién se ajustd a un pH de 8.0 con Tris-HCl1l (2 M), y se dividié
equitativamente en tubos corex; a cada tubo se agregd 1 gr de
nitrocelulosa por ml de solucién, y se dejé rotando por 15 min.
Las muestras se centrifugaron para bajar la nitrocelulosa y se
transfirierion a tubos corex limpios. Se adicionaron 0.1 veolumenes
de acetato de sodio y dos volimenes de etanol absoluto (a -20°C),
incubandose a -20°C durante la noche. Al dia siguiente se centri-
fugaron las muestras a 10,000 rpm, durante 30 min a -20'C, se des-
cartd el sobrenadante, y se secaron las pastillas y las paredes de
los tubos. La pastilla de un tubo se resuspendid en 50 Ml de TES,
y la misma solucidn se pasd por todos los tubos resuspendiendo las
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pastillas; este proceso se repitié 3 veces y finalmente la solu-
cién de 200 pl aproximadamente, fué transferida a un tubo eppen-
dorf y almacenada a =-20°C.

17.- INMOVILIZACION DE DNA EN FILTROS DE NITROCELULOSA (42).

En principio, filtros de nitrocelulosa (Schleicher y
Schiill, 0.45 m de poro, 25 mm de didmetro) fueron sumergidos en 6
X SSC durante 2 hr, descartdndose aquellos filtros que no se hume-
decieron homogénea y rédpidamente. Por otro lado, muestras de DNA
en 0.1 x SSC (o diluidas 1:10 en este amortiguador), fueron desna-
turalizadas por ebullicién durante 10 min, y transferidas rapida-
mente a un bafic de hizlo, en donde, se les agregaron 5 ml de 6 x
ssC frio. Los filtros pretratados se colocaron en un aparato de
filtracién y cada filtro se lavd con 25 ml de 6 x S5C frio; poste-
riormente, las muestras de DNA desnaturalizadas fueron filtradas
muy lentamente (en el caso de los blancos se filtré 6 x SSC), y
los filtros se lavaron pasandc de nuevo 25 ml de 6 x SSC frio. Al
término de la filtracidén, los filtros se colocaron sobre papel
Whatman (1 MM), se secaron al aire durante 1 hr, y se tranfirie-
ron a cajas petri cuyo fondo estaba cubierto con papel Whatman.
Los filtros asi tratados, fueron almacenados en un desecador al
vacio, a temperatura ambiente (md&ximo un mes). Antes de su uso,
los filtros fueron incubados en un horno al vacio, a 80'C durante
2 hr; al finalizar la incubacién, se marcaron, se transfirieron a
viales de centelleo (méximo 4 fil-tros por vial). Las hibridiza-
ciones se efectuaron en éstos viales como se describe en la sec-
cién 18.

18.- HIBRIDIZACION DE DNA (42).

Cultivos de las cepas se marcaron con 3H-timidina como
se describe en el método 9. Cuando los cultivos llegaron a una
D.0. de 100 U.K., se tomaron alicuotas para determinar la activi-
dad espécifica (de acuerdo a los métodos 7 y 20a) y se detuvo la
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incorporacién afadiendo 5 volumenes de TSE-2/KCN frio. Las células
fueron cosechadas por centrifugacién a 4'C, 6,000 rpm por 10 min
(Sorvall, rotor SS-34), se resuspendieron en 1 volumen de TSE-
2/KCN frio, y se colocaron en un bafic de hielo (cuando las células
no se usaron el mismo dia, se congelaron y almacenaron a =-20'C).

1 ml de la suspensién de células en TSE-2/KCN (para cada cepa) se
transfirié a un tubo de centrifuga y se cosecharon centrifugando a
10,000 x g durante 10 min. Cada tubo se resupendidé en 0.5 ml de
TSE=2/ KCN, se agregd 0.5 ml de NaOH (1 N preparada antes de usar)
y las muestras se incubaron 10 min a ebullicién. Se afiadié en este
orden: 0.5 ml de HC1 (1 N), 0.1 ml de Tris (1 M pH 7.0), 0.5 ml
de 16 x SSC y 2.1 ml de formamida recristalizada (antes de usar,
ver al final de este método); los tubos se taparon con parafilm y
la solucidén se mezcld por inversién. 2 ml de estas solucicnes de
hibridizacidén, fueron agregados a viales de centelleo conteniendo
filtros de nitrocelulosa con DNA y blancos, y se tomaron alicuotas
(50 ul y 100 pl) para determinar la cantidad de cuentas arnadidas
en la hibridizacién. La hibridizacién se llevd a cabo incubando
los viales a 42°C en un bafo con agitacién suave (Gyratory Shaker
G-10, New Brunswick Co.) por 5 dias. Al término de la incubacidén,
se sacaron los filtros de los viales transfiriendolos a un vaso de
precipitades y se lavaron con agitacién moderada a temperatura am-
biente con 200 ml de las siguientes soluciones (para 20 y 30 fil-
tres): 2 x SSC (en formamida al 50 %) incubando durante 30 min,
se repitidé una vez mas con una incubacién de 20 min, 2 x SSC por
20 min, y 0.2 x SSC durante 20 min. Los filtros fueron secados en
un horno a 70°C por 10 min, y transferidos a viales de centelleo
con Tolueno-PPO para determinar la cantidad de cuentas hibridiza-
das a los filtros.

Recristalizacién de Formamida: 10 ml de una solucién de
formamida (Merck) fueron incubados a -20'C en un vaso de precipi-
tados; cuando la solucidén estuvo congelada, se triturd, y los
fragmentos generados se agregaron a una solucidn de formamida (30
a 60 ml) preincubada 1 hr en bafio de hielo. Transcurridos 30 min,
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se obtuvo cristalizacién del 50 % de la soclucién de formamida; és-
ta se recuperdé decantando la solucidén no cristalizada, y fundiendo
la cristalizada a 37°C. Una vez fundida, se dejdé equilibrar con la
temperatura ambiental, y se agregé a la mezcla de hibridizacidn.

19.- ENSAYC BIOLOGICO PARA LA DETECCION DE ST (33) Y SONICA-
CION.

Sobrenadantes obtenidos por centrifugacién de cultivos
en medio T y sonicados de las cepas estudiadas en este trabajo,
fueron ensayados para actividad de ST con el método descrito por
Dean (9) modificado como se describe a continuacién. A muestras de
1 ml (directas o diluciones en PBS), se anadieron dos gotas de
Azul de Evans al 2 %, y cada muestra se inyectd intragadstricamente
a 4 ratones (0.1 ml/ratén) suizos albinos (NMR-1), de 3 a 4 dias
de edad. Transcurridas 4 hr de incubacidén a temperatura ambiente,
los ratones fueron sacrificados por exposicién a vapores de cloro-
formo. De cada grupo de 4 ratones se obtuvieron los intestinos, se
juntaron y se pesaron, haciendo lo mismo con los cuerpos. La rela-
lacién del peso de los intestinos y el peso de los cuerpos fué de-
terminada, considerandose positiva cuando la relacidén fué > 0.080.
Los ratones que no presentaron colorante en el estémago o gque tu-
vieron colorante en la cavidad peritoneal fueron descartados.

Los experimentos de ultrasonicacién (desintegrador MSE
150-W ultrasonic MK2, equipado con una punta de titaneo de 9.5 mm
de diametro) se realizaron a 4°C, sumirgiendo las muestras en bafo
de hielo. La sonicacidén se llevd a cabo por pulsos de 15 seg con
intervalos de 30 seg de descanso en una posicién de 13 u.
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20.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE DNA ¥ DE
PROTEINAS.

a) METODO DE DIFENILAMINA (19) para DNA. Sensibilidad
30~150 ug

A 1 ml de NaOH (5 mM) se agregaron 2 mg de DNA (de timo de
cabra), se disolvieron, y se adicioné 1 ml de HCl (5 mM); con la
solucién resultante se preparé una solucién patrén de DNA (300
Mg/ml en Hp0), y a partir de ésta se construydé una curva standard
de 30 - 150 pug (0.1 ml - 0.5 ml), en incrementos de 30pug. Los tu-
bos con la solucién de DNA correspondientes a la curva y las mues-
tras problema fueron aforadas a 0.5 ml con Hz0 (por duplicado). A
cada tubo se agregaron 0.5 ml de HClO4 (1 M), y despues de una in-
cubacién a 70°C por 15 min de estas mezclas, se les adicionsé 1 ml
de Reactivo de Difenilamina. Transcurridos 15 min de incubacién a
ebullicié , los tubos fueron enfriados, y se les determiné la den-
sidad éptica a una longitud de onda de 600 nm (Fotdémetro Espectral
PMQII, Carl Zeiss).

Reactivo de Difenllamina: se disolvieron 1.5 g de difenil-
lamina en 100 ml de &cido acético glacial, y se agregaron 1.5 ml
de H5504 concentrado (se conservd en ausencia de luz); por cada 20
ml de ésta solucién, se adicionaron 0.1 ml de acetaldehido al 1.6
% (1.0 ml de acetaldehido comercial frio se afladieron a 50 ml de
H0) justamente antes de usarse.

b) METODO DE DABA (125) para DNA. Sensibilidad
0.1-10 nug

Se prepardé una solucién patrén de DNA (de timo de cabra,
50 ug/ml) como se describe en el método anterior, y con ésta, se
construyé una curva standard de 0.1 ug a 10 ug (2 pl a 200 ul) a-
forando a un volimen final de 200 M1l con Hp0 (en tubos de vidrio
siliconizados). A la curva standard y las muestras problema en
200 ul, se afiadieron 20 1 de una solucién de DABA purificado (400
mg/ml), y se incubé a 60°C para evaporarlas. Los tubos se enfria-



ron y se agregaron 1.6 ml de HCl (1 M), agitando hasta disolver el
precipitado. Las muestras fueron leidas en un fluordmetro contra
un blanco de HCl, exitando a una longitud de onda de 405 nm y de-
terminando la emisién a 505 nm.

Purificacién de DABA: 40 g de DABA comercial fuercn disuel-
tos en 200 ml de HCl (4 N, calentando). Se anadidé Norit A (1 g), ¥
la mezcla fué centrifugada a 10,000 rpm por 10 min (Sorvall, rotor
§5-34) para eliminar el carbdn. Se recuperé el sobrenadante y se
repitié la extraccidén dos veces mas; el dltimo sobrenadante fué
filtrado atravéz de papel (Whatman 3IMM), obteniéndose una solucién
incolora. Se afadid un volumen de HCl1l concentrado, y el DABA pre-
cipitado se colecté en un embudo de vidrio poroso (sintered glass,
Millipore) filtrando la solucién al vacio. El precipitado fué di-
suelto en 200 ml de agua destilada, recristalizado nuevamente a-
gregando HC1l concentrado (1 1), y filtrado en embudo de vidrio po-
roso. Los cristales retenidos fueron transferidos a un vaso de
precipitados e incubados a 50°C en un horno al vacio para evaporar
residuos de HCl. Finalmente, los cristales secos de DABA fueron
depositados en viales de vidrio (en porciones pequefias), sellados
con parafilm, cubiertos con papel aluminic, y almacenados a -20"C.

c) DETERMINACION DE DNA POR DIFENILAMINA Y DABA CON
MUESTRAS TRATADAS CON TCA.

Para la determinacién de DNA con muestras en solucicnes

que pudieran interferir significativamente en los ensayos previa-
mente descritos, las muestras y las curvas standard se precipita-
ron con TCA de la siguiente manera: empleando tubos de centrifuga
se elaboré la curva patrén conteniendo la misma mezcla de solu-
cién de las muestras, y se aforaron todos los tubos a un volumen
arbitrario, cercano al volumen requerido del ensayo seleccicnado.
A cada tubo, se agregd un volumen de TCA al 10% frio, se incubd en
bafio de hielo por 20 min, y el precipitado se colecté por centri-
fugacién a 10,000 rpm, por 15 min a 4°C (Sorvall, SS-34). Se recu-
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peré la pastilla y se lavé con un volumen de etanol al 95% frio;
finalmente, despues de centrifugar, las pastillas se secaron, y se
resuspendiercon en 0.5 ml o 200 ul de Hp0 para la determinacién de
DNA por difenilamina o DABA, respectivamente.

d) DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BIURET
Y DE LOWRY.

Los métodos estan descritos en las referencias 48 y 75 res-
pectivamente.

21.- REACTIVOS.

Algqunos de los reactivos empleados en este trabajo,
fueron obtenidos de los siguientes procovedores: Agarosa y Azul
de Bromofencl (Bio Rad Laboratories); SDS (BDH); triptona, cas-
aminocacidos y extracto de levadura (Difco); Azul de Evans, saca-
rosa y formamida (Merck):; AMPc, triton x-100, reactive de folin,
difenilamina, deoxiguanocsina, timina, y DNA de timo de cabra (Sig-
ma Chemicals, Co.); RNAsa y EtBr (Calbiochem), Nitrocelulosa (Co-
mercial Mexicana de Pinturas, S.A.); CsCl (Kerr Mc-Gee Chemical
Corp.). El resto de los reactivos fueron de grado analitico, ge-
neralmente obtenidos de Merck, Fisher y Mallinkcrodt.

La 3H-timidina (Actividad especifica de 5 Ci/mmol), l4c-
timina (Actividad especifica de 1 Ci/mmol) y PPO fueron obtenidos
de New England Nuclear Biolabs.
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RESULTADOS:

I. EFECTO DE LAS DELECIONES EN cya Y crp SOBRE EL NUMERO DE
COPIAS DEL PLASMIDO pYKO007.

1) Determinacién del mimero de copias de pYK007 mediante el
emplec de gradientes de CsCl-EtBr.

El primer método que se usdé para definir el nimero de copias
del plasmido pYK007 en las cepas silvestre y deficientes en re-
presién catabdélica, fué la separacidén y cuantificacidén del DNA
superhelicoidal y cromésomico en gradientes de CsCl-EtBr a par-
tir de lisados crudos. Una breve descripcién de la base tedri-
ca del empleo de esta técnica se encuentra en la introduccién.

Como pasos preliminares a la elaboracién de los gradientes
de CsCl-EtBr, se efectuaron varios experimentos control, para
establecer condiciones adecuadas, de incorporacién de los pre-
cursores radiactivos de DNA (iii) y de contéo (apéndice); para
corroborar la presencia de pYK007 en lae cepas estudiadas (i),
y determinar el peso molecular de pYKO07 (ii) que se utilizé
en el cédlculo del numero de copias.

1) Comprobacién de la presencia de pYK007 en la cepa silves-
tre y las mutantes deficientes en represién catabélica,
en gel de agarosa.

El hecho de que las cepas silvestres (CA8000 y J54), cyaa
(CAB306), cyaA crpﬁ (CA8445), (descritas en materiales y métodos)
adquiriesen resistencia a ampicilina y la habilidad de producir
toxina, en experimentos de conjugacidén (80), implica la presencia
del plasmido pYK007 en estas cepas, mas aun, en la introduccién se
describieron experimentos que muestran la estabilidad de la fre-
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cuencia de transferencia, y la integridad de dicho plasmido; no
obstante, estas evidencias no descartan la posibilidad de que las
cepas albergen mas de un elemento extracromosomal.

Con la finalidad de visualizar los plasmidos presentes en las
cepas en estudio, y observar si existe alguna diferencia en el ta-
mafio de éste en las cepas cyaa o cyaﬁ f:.r;:r":l con respecto a la sil-
vestre, y si pYK007 es el unico huésped en las cepas, se aisldé DNA
de plasmido de las cepas con pYK007 o pYK008 incluyendo la cepa
78~IEC como control, por el minimétodo de nitrocelulosa, y se so-
metié a eletroforesis en gel de agarosa al 0.7%. Después de 6
horas de corrida el gel fué tefiido con EtBr, y fotografiado bajo

luz ultravioleta.

En la figura 2 se muestra el diagrama de la fotografia obte-~
nida del experimento antes descrito; se observa la presencia de
una sola banda de DNA de plasmido, con una movilidad similar tanto
en las cepas que contienen pYK007 como en la que tiene pYK008, y
que corre como una especie de alto peso molecular con referencia a
los plasmidos control de la cepa 78-IEC.

Datos preliminares obtenidos en este laboratorio indicaban
que el peso molecular del pYK007 en cepas clinicas se encontraba
en un rango de 75 y 85 megadaltones (J. Kupersztoch. Comunicacién
personal), lo cual, estd en acuerdo con el alto peso molecular ob-
tenido para la banda de plasmido observada en el experimento ante-
rior; por lo tanto, tomando en cuenta estos resultados y el hecho
de gue las cepas producen toxina y son resistentes a ampicilina,
se puede inferir gue: hay sdélamente un plasmido en las cepas sil-
vestre y las mutantes, y éste plasmido es pYK007.

La cepa J54 con el pYK007 o pYK008 (ApY ST™), fueron inclui-
cluidas en éste trabajo, porgue resultaba muy interesante el ca-
racterizar el pYK0O08 al mismo tiempc gue pYKO007, ya que el primerc

es una revertante ST~ del segundo, pero no se sabe si la mutacidn
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FIGURA 2. Electroforesis en gel de agarosa al 0.7% de lisados
tratados con nitrocelulosa, de las cepas en estudio
con pYK007 o pYKo008.

Tres mililitros de cultivos crecidos hasta 100 U.K.
fueron lisados y tratados por el minimétodo de nitrocelulosa
como se describe en materiales y métodos. Los lisados fueron
sometidos a electroforesis en gel vertical de agarosa al 0.7%
y corridos durante 6 hrs a 125 volts (ver seccidén 6 de mate-
riales y métodos), despues de las cuales el gel fué tefido
con bromuro de etidio y fotografiado bajo luz ultraviocleta.
Carril 1: CA8000 (pYK007); carril 2: CAB306 (p¥K007); carril
3: CAB445 (pYK007); carril 4: J54 (pYK0O08); carril 5: JS4
(pYK007); carril 6: 78-IEC. Las letras en el maréen derecho
del gel, correponden a los diferentes plasmidos de la cepa
78-1EC incluidos como marcadores de pesoc molecular.

8: Pesos moleculares determinados con la curva de calibracién
del experimento subsecuente (figura 4).

NOTA: En esta figura se presenta un diagrama en lugar de la
fotografia, porque el negativo no se conservé adecuada-
mente.



Md?
—A 98.8
B 61.
i 6
—C 54.9
—D 425
—E 333
—F 227
—G 13.6
— cromosoma
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ST~ se encuentra realmente en el gene ST. De ser mapeada la muta-
cién, tanto si mapea dentro del gene ST, o fuera de éste, habili-
taria la posibilidad de explorar si el plésmido codifica para al-
gin elemento regulador de ST, no contenido en el mismo gene. La
cepa J54 (pYK007) ademas de eser un control para la cepa J54 (pYK
008), proporcicna otro fondo genético silvestre cya+ crp+.

ii) Determinacién del peso molecular de pYK007 y pYKO008.

Como se refirié anteriormente, observaciones preliminares en
este laboratorio, indicaban que el pYK007 tenia un peso molecular
entre 75 y 85 megadaltones, y tambien se conocian valores aproxi-
mados para los pesos moleculares de los plasmidos de la cepa 78-
IEC; no obstante, no se habian hecho curvas de calibracién para
estos plasmidos. En virtud, de que para el cdlculo de numeroc de
copias del pYK007, a partir de los porcentajes de DNA superheli-
coidal, es necesaric conocer el peso molecular de dicho pléasmido,
se decidié elaborar curvas de calibracién de peso molecular para
la cepa 78-1EC y para el pYK007, en un afdn de obtener un valor
mas preciso para el P.M. de pYK007. Por otro lado, la determina-
cién de el P.M. de los plasmidos de la 78-IEC es muy util, porque
posee plasmidos de un amplio rango de tamafo,lo cual, reduce el
nimero de cepas con plasmidos marcadores a una cepa.

La movilidad de la estructura superhelicoidal de los plasmi-
dos en geles de agarosa al 0.7% es inversamente proporcional a su
peso molecular (83), esto es, mientras mas grande es el plasmido,
mas lenta es su migracién en el gel; por lo tanto, es posible sa-
ber el peso molecular de un pldsmido particular, determinandoc la
migracién relativa de éste y de plédsmidos de peso molecular cono-~
cido incluidos como marcadores, en geles de agarosa. Con los datos
obtenidos se grafica el logaritmo del P.M. contra el logaritmo de
la migracién relativa, obteniéndose una recta, y con la expresidn
matematica de ésta, se calcula el valor del plasmido en cuestidn.
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Previa a la determinacién del peso molecular de pYK007, se
obtuvo la curva de calibracién de los plasmidos de la cepa 78-IEC,
a partir de geles de agarosa en los que se incluyeron plasmidos
control de P.M. conocido, de 166.0 Md, a 26.0 Md (figura 2).

El negativo del gel de la figura 3 fué amplificado por pro-
yeccidén (para reducir el error standard de la medicidén); a partir
del origen del gel, fueron determinadas las migraciones relativas
de los plasmidos usados como control de P.M., y de los plasmidos
de la cepa 78B-IEC. Con los datos de P.M, de los plasmidos control
(fig. 3) y el logaritmo de la migracién relativa de éstos, se tra-
26 la curva de la fig. 4 por el método de minimos cuadrados y se
determiné coeficiente de correlacién, que fué de -0.9876. E1l cal-
culo de los pesos moleculares de los plasmidos A a G de la 78-IEC
se hizo interpolando los valores del log. de la migracidén relativa
en la ecuacidén de la recta encontrada y se listan en la fig. 3.
Cabe mencionar, que los valores finales de peso molecular para los
plasmidos de la 78~IEC, fueron obtenidos del promedio de 4 perfi-
les diferentes de dos geles independientes.

Para la determinacidén del P.M. de pYK007 y pYK008 se siguié
el procedimiento previamente descrito. En éste caso se midieroen
las movilidades relativas del pYK007, pYK008 y los pldsmidos de la
78-IEC en el negativo del gel de la figura 2; con estos datos, y
los valores de P.M. de los pliasmidos de la 78-IEC calculados an-
teriormente, se obtuvo la curva de calibracién presentada en la
figura 5, cuyo coeficiente de correlacién es de -0.9678.

Empleando la expresién matemdtica de la recta de calibracién
de la figura 5 se calculd que el Peso Molecular promedio para el
plasmido pYK007 es de 77.6 x 105 daltones. Debido a que la movili-
dad del pYK007 fué igual a la del plasmido pYKOOB se asumié que
tienen el mismo peso molecular.



FIGURA 3. Electroforesis en gel de agarosa de lisados de la
cepa 78-IEC. y de cepas con plidsmidos marcadores de
peso molecular.

Tres mililitros de leos cultives crecidos hasta 100 U.K.
fueron lisados y tratados como se describe en materiales y mé-
todos (seccién 5); los lisados fueron sometidos a electrofore-
sis en gel vertical de agarosa al 0.7% con amortiguador de Tris
borates y corridos por 6 hrs. (125 volts), despues de las cua-
les el gel fué tefiido con EtBr y fotografiado bajo luz ultra-
violeta (como se indica en el método 6). Carriles 1 y 11 co-
rresponden a la cepa 78-IEC; carriles 2-10, cepas que contienen
plasmidos usados como marcadores de P.M., mismos que se indi-
can en la tabla.

& E1 Peso Molecular de estos plasmidos estan reportados en la
referencia 59.

P 10s pesos moleculares de los plésmidos de la cepa 78-IEC,
fueron calculados con la curva de calibracién de la fig. 4.

El gel presentado fué realizado por Lourdes Cervantes en este
laboratorio.
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FIGURA 4. Curva de calibracién de Peso Molecular para los
plasmides de la cepa 78-IEC.

La curva se trazd con los datos extraidos del gel de
agarosa de la figura 3, con el procedimiento descrito en
el texto. La ecuacién obtenida para la recta fué:

Yy = 5.2354 + (-2.B029)x, con un coeficiente de correlacién
de -0.9876.
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FIGURA 5. Curva de calibracién de Peso Molecular para los
plasmidos pYK007 y pYKOOS8.

Los datos empleados en esta curva, fueron cbtenidos a
partir de el gel de agarosa de la figura 2, siguiendo el pro-
cedimiento descrito en el texto. La ecuacién de la recta
fué: y = 6.9878 + (-23.831%) %, con un coeficiente de corre-
lacién de =-0.9678. El Peso Molecular promedio calculado para
PYKOO7 y pYK008 fué igual a 77.6 x 106 daltones.
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iii) cinética de incorporacién de 3H-timina en presencia
de deoxiadenosina a cultivos en fase exponencial.

El marcaje isotépico de DNA con 3H-timidina, fué realizado co
mo se describe en (65) y se detalla en la seccién 9 de materiales
y métodos; en estos marcajes, se pulsé por 10 min, lo cual, es
adecuado para timidina, ya que ésta puede ser incorporada eficien-
temente a DNA de cepas protétrofas de E. coli por periodos de 5-10
min. A tiempos mas largos, la incorporacién es reducida por la a-
cumulacién de una fosforilasa inducida por la timidina misma, que
rompe a ésta en timina mas deoxiribosa 1- fosfato (98,13).

En contraste con la timidina, la timina es muy pobremente in-
corporada por las cepas protétrofas mas usuales de E. coli (42a) y
generalmente se requiere del empleo de mutantes auxdtrofas a timi-
na. Otra forma de aumentar la incorporacién de timina, es la adi-
cién de ciertos nucledsidos o deoxinucledsidos al medio de culti-
vo bacteriano (16). Entre varios compuestos probados por Boyce y
Setlow (16),la deoxiguanosina y deoxiadenosina (250 pg/ml) fueron
los mas eficientes en el aumento de incorporacién de timina a E.
coli B, aungque, la deoxiadenosina fué todxica para la cepa E. coli
K-12 (16).

En base a lo anterior se realizaron cinéticas de incorporacién
de 3H-timina en presencia de deoxiadenosina, con el objeto de es=-
tablecer condiciones de incorporacidén de timina a cultivos en fase
exponencial que permitan la deteccién eficiente del DNA de los
cultivos, en gradientes de CsCl-EtBr.

En la cinética de la figura 6, se observa que al adicionar
deoxiadenosina y 3H-timina a los 70 min (30 U.K.) de crecimiento
de un cultivo del la cepa J54 (pYK007) (tridngulos cerrados),la
incorporacién de timina marcada es mas eficiente, que cuando se
agregan deoxiadenosina y 3H-timina al tiempo cero de crecimiento
(circulos cerrados), y se mantiene lineal hasta 110 min (75 U.K.):
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FIGURA 6. Cinética de incorporacién de 3H-timina a cultives
en fase exponencial, en presencia de deoxiadeno=-
sina.

Cultivos de la cepa J54 (pYK007) crecidos durante la
noche fuercn diluidos 1:50 en medio minimo suplementado e
incubados a 37°C con aeracidn hasta una densidad de 140 U.X.
Deoxiadenosina (300 pg/ml) y 3H-timina (0.1 ml/10 mls. de
cultivo) fueron adicionadas al tiempo cero (circulos) o a 30
U.K. (triangulos). Alicuotas fueron tomadas a los tiempos
indicados y se determiné la densidad optica y la incorpora-
cidén de la marca (como se describe en la seccion 8 de mate-
riales y métodos).

Adicién de deoxiadenosina y 3H-timina al tiempo cero:
densidad éptica ( O ), incorporacién de timina marcada ( @ ).

Adicién de deoxiadencsina y 3H-timina a 30 U.K.:
densidad éptica ( A ), incorporacidén de la marca ( 4 ).
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ademds, en ninguno de los dos casos se observd un efecto téxico,
al menos, reflejado en el crecimiento bacteriano (circulos y
triangulos abiertos).

La incorporacién obtenida al adicionar timina marcada y de-
oxiadenosina cuando el cultivo llega a 30 U.K., es satisfactoria
para el propdsito arriba mencionado, por leo cual, se usaron estas
condiciones de marcaje en experimentos subsecuentes, adicicnando
deoxiadenosina y l4c-timina a 40 U.K., para favorecer la incorpo-
racién a densldades épticas mayores de 75 U.K.

En experimentos previos, se siguié la incorporacién de 3H-
timina a cultives en presencia de deoxiadenosina o deoxiguanosina;
se registrd un crecimiento mas rapido en los cultivos con deoxi-
guanosina, sin embargo, la incorporacién con deoxiadenosina fué
mas eficiente, razén por la cual, la cinética se hizo en presencia
de deoxiadenosina (datos no presentados).

iv) Estimacién del porcentaje de DNA superhelicoidal de las
cepas silvestre, cyaa Yy crpﬂ, con el plasmido pYK007.

Para detectar el DNA de pYK007 de las cepas en estudio, y se~-
parar la forma superhelicoidal del DNA cromosdémico en gradientes
de CsCl-EtBr, con el objeto de determinar el numero de copias por
equivalente gendémico de pYK007, cultivos de las cepas CAB000 (pYK
007), CAB306 (pYKOO07), CAB445 (pYK007), J54 (pYK007) y J54 (pYK
008), fueron marcados con 3H-timidina (método 9) y mezclados con
volumenes iguales de un cultivo marcado con l4c-timina (método
10). Las mezclas de cultivos fueron lisadas, y los lisados crudos
resultantes se sometieron a centrifugacién en gradientes de CsCl-
EtBr (7) (método 11). La inclusién de cultivos marcados con léc
(8), es conveniente, porque representa un control interno para la
deteccién de la presencia de nucleasas que pudiesen afectar la re-
cuperacién del DNA.
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Una vez efectuada la centrifugacién, se visualizé el DNA se-
parado en los gradientes irradiando a éstos con luz ultravioleta;
se observaron claramente dos bandas bien separadas, la inferior
correspondiente a DNA de plasmido CCC, y la superior conteniendo
DNA cromosémico lineal y moléculas de plasmido circulares abier-
tas, Los gradientes se perforaron por la base, fraccionaron (méto-
do 14), y se determind la radiactividad de las fracciones contando
simultadneamente 3H y l4c (método 7 y apéndice).

Las cuentas por minuto obtenidas se corrigieron para fondos
y para el porcentaje de cuentas de 3H (0.1 %) que fueron detecta-
das en el canal de l4c, asi como las de 14C (10 % ), que se con-
taron en el canal de 3H (apéndice). Finalmente, se multiplicaron
por los factores de correccién (de eficiencia, ver apéndice) y con
las cuentas obtenidas se elaboraron graficas de no. de fraccién
v.s. cuentas por minuto.

En la fig. 7 se muestra uno de los perfiles obtenidos en es-~
tos experimentos. Se observa el pico de DNA de plasmido super-
helicoidal en la zona mas densa del gradiente, sequido por el pi-
co de DNA cromosémico; en conjunto esta figura representa 1 expe-
rimento de un total de 5, y en todos ellos se observé una clara
correlacién de las cuentas de 3H y l4¢, y reproducibilidad en los
perfiles.

Para el cdlculo del porcentaje de DNA superhelicoidal con
respecto del cromeosomico, se hizo la sumatoria de las cpm de las
fracciones (previamente corregidas) contenidas en la regidén del
plasmido, y la sumatoria de las del cromosdmico, de las que se
sustrajo a cada fraccién el fondo del pico correspondiente. E1 DNA
cromosémico fué considerado el 100%, y en relacién a éste se de-
termind el porcentaje del plasmido. En la tabla 4, se encuentran
los valores del porcentaje de DNA superhelicoidal con respecto del
DNA cromosémico obtenidos del promedic de 5 experimentos indepen-
dientes.
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FIGURA 7. Perfiles de gradientes de CsCl-EtBr de lisados de
las cepas empleadas en la cuantificacién de DNA
superhelicoidal de pYK007.

Cultivos en crecimiento exponencial de las cepas
que se muestran en la figura, fueron marcados, lisados, some-
tidos a centrifugacién en gradientes de CsCl=-EtBr, fracciona-
dos y contados como se indica en el texto, y en la seccién
11 de materiales y métodos.

Los perfiles de 3H (———) corresponden a las
cepas, A: CAB000 (pYK007); B: CA8306 (pYK007, cya’); ¢: Js54
(pYK0O7); y D: CA8445 (pYK007, cya® crp”). Los perfiles del
control interno de 4C (------ ) pertenencen a la cepa J54
(pYK007). En la figura 7A se seflalan las posiciones de la
regidén correspondiente a DNA CCC de plasmido, y la que con-
tiene DNA cromosdémico y circuloe abiertos del plasmido.

La escala de cuentas que se encuentra en el inte-
rior de las ordenadas pertenecen a los picos de plasmido,
mientras en la regidn externa de la ordenada (al cambic de
escala) se muestra la escala para los picos de cromosoma.

La cepa J54 (pYK008) se incluyd en todos los expe-
rimentos de cuantificacién de DNA superhelicoidal (perfil no
presentado en esta figura).
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v) Nimero de copias de pYK007 y pYK008 (como DNA superheli-
colidal) por equivalente gendmico.

Tomando los porcentajes de DNA superhelicoidal de pYK007 en
los diferentes fondos genéticos (tabla 4), para la determinacidén
de numero de copias, sdélo restan unos cdlculos; para ellos se uti-
1iz6 como valor del peso molecular de pYK007, 77.6 x 108 daltones
(determinado en el inciso ii), y se asumié que el eguivalente ge-
némico de E.coli en las condiciones usadas es igual a uno, con un
valor de 2.5 x 109 daltones(24). Considerando un equivalente ge-
némico como el 100%, se obtiene la fraccidn de peso molecular a la
que corresponden los porcentajes de plasmido para cada cepa y con
la fraccién de peso molecular resultante, se determina la relacidn
de ésta con respecto al peso molecular de pYK007, que serd el nu-
mero de copias de pYK007 para la cepa en cuestidén (ver pie de pa-
gina, tabla 4).

Los numero de copias de pYK007 por equivalente gendmico cal-
culades, se encuentran en la tabla 4. En ésta se muestra que el
nimero de copias de pYK007 en las cepas silvestre, cyaﬂ, cyaA crpﬁ
y J54 es muy similar, observdndose de 1.0 a 1.7 copias por egquiva-
lente gendémico en las diferentes cepas; ésto significa, que las
cepas cyab b'd cyaa crpﬁ tienen un numero de copias de pYK007 compa-
rable a la cepa silvestre. En virtud de que la diferencia mayor
en copias de pYK007 entre la cepa silvestre y las deficientes en
represién catabdlica no excede a una copia, mientras gque la dife-
rencia en actividad toxigénica en estas cepas fué de 100 veces,
estos resultados indican que el efecto del AMPc cbservado en las
cepas cyan Y cyaa crpA no se da como consecuencia de un cambio en
el numero de copias del plasmido pYKO07 en estas cepas.



TABLA 4. Efecto de las mutaciones cya6 Y crpIn sobre el nume-
ro de copias de pYK007, determinado por gradientes
de CsCl-EtBr.

r‘ DNA superhelicoidal
% de DNA de pldsmido por equivalente
Cepas superhelicoidal? cromosémico

[SH] DNA  [T3C) DNA [°H] DNA [1%C] DNA
CABOOO (PYK0O7) 3.1 5.5 1.0 L7
CAB306 (PYK007) 3.3 4.7 1.0 1.4
CA8445(FYKO07) 5.4 6.3 1.7 2.0
J54 (PYKOO7) Bed " 5.5 1.6 1.7
J54 (PYKO008) 3.4 6.9 1.0 2.1

2 5 ml de las cepas fueron crecidas en medioc L hasta alcanzar
una densidad de 1x108 células/ml y fueron marcadas con 3H-timidina
(método 9). Simultaneamente, 30 ml de M9 suplementado fué inocula=-
do con la cepa J54 (pYK007) y marcado con l4c-timina (método 10);
5 ml de este cultivo fué adicionado a cada 5 ml de las diferentes
cepas y se aislé el DNA de los lisados crudos (método 11). A par-
tir de los lisados crudos, se elaboraron gradientes de CsCl-EtBr,
se colectaron, se contaron, y graficaron.

Con las cuentas obtenidas en la regidén de DNA superhelicoidal
y cromosémice de los gradientes, se calculo el porcentaje de DNA
superhelicoidal con respecto del DNA cromosdmica con la siguiente
relacidn:

(cpm de la regién de DNA de plasmido) x 100% = % de pléasmido

cpm de la regicén de DNA cromosomico

b g1 numero de copias por equivalente cromosémico se determi-
nd, empleando las siguientes relaciones:
a) (2.5 x 102 dal) x (% de plasmido, cepa X) = P.M. de la fraccién

100 ¥ de plasmido, cepa X
b) no. de copias de pYK
(P.M. de la fraccién de pldsmido, cepa X) = 007 por equivalente
77.6 x 100 dal genémico, cepa X.

en donde;
% de plasmido, cepa X = porcentajes de plasmidos determinados en
para cada cepa (primera columna)
77.6%x10% dal = P.M. de pYK0D7 determinado en el inciso ii
2.5x109 dal = valor promedio de un cromosoma de E. coli (se asu-
midé que el equivalente genémico es de un cromosoma) .
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vi) Complejo de relajacién de pYK007 y determinacién de un
pldsmido criptico en las cepas en estudio.

En la introduccién se mencioné que los pldsmidos pueden exis-
tir como complejos DNA-proteina, denominados complejos de relaja-
cién, cuya propiedad es la conversién de la forma superhelicoidal
del plésmido a una forma circular abierta (66). Estos complejos de
relajacién pueden ser aislados lisando bacterias con detergentes
no idnicos; al tratar estos extractos con SDS (0.25 %) o EtBr (300
ug/ml) se induce la relajacién del plasmido, pasando de la forma
superhelicoidal a la forma circular abierta (66). Cuando se emplea
un plasmido que presenta complejos de relajacidn, y se le somete
a un procedimiento como el utilizado en la cuantificacién del
porcentaje de DNA superhelicoidal de pYK007 (método 11), estos
complejos podrian relajarse durante la lisis o la centrifugacién
de los gradientes de CsCl-EtBr, dando como resultado circulos a-
biertos, que aparecen en la banda de DNA cromosdémico de dichos
gradientes; por lo tanto, se inicidé la examinacién del complejo de
relajacién del pYK007 en los diferentes fondos genéticos, con el
objeto de determinar si el plésmido existe en esta forma de com-
plejo DNA-proteina,, y de ser asi, si el porcentaje de éste pudie-
ra afectar significativamente los valores de nimeros de copias
obtenidos.

Para detectar si el plasmido pYK007 posee complejos de rela-
jacién, cultivos de las cepas silvestre (pYK007) y la cya& crpa
(pYK007) fueron marcados con JH-timina, lisados y clarificados,
como se indica en materiales y métodos. Los lisados claros obteni-
dos, se mezclaron con DNA superhellicoidal de pYK007 marcado con
l4c y purificado (ver método 13); alicuotas de estas mezclas se
trataron con SDS (0.25 %) y éstas, y los controles no tratados se
analizaron en gradientes de velocidad de sedimentacidn (ver método
12). En gradientes de este tipo se pueden distinguir la forma su-
perhelicoidal del pldsmido con respecto de la relajada, debido a

que los circulos abiertos (relajados), al perder su estructura su-
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perhelicoidal se extienden, aumentando su coeficiente de friccidn
y disminuyendo el de sedimentacién, lo que se traduce en un des-
plazaniento detectable del pico de DNA superhelicoidal, hacia la
zona en la que migran las especies de menor coeficiente de sedi-
mentacién. Por otro lado, el DNA superhelicoidal de pYK007 marca-
do con cl4 representa un control del plasmido libre de complejos.

Los resultados del analisis anterior (ver figura B8) muestran
gue efectivamente, el plasmido pYK007 existe como complejo de re-
lajacién en las cepas silvestre y cyaﬂ crpa, evidenciado por el
desplazamiento del pico de plasmido superheliccidal marcado con
3H en presencia de SDS. El control interno marcado con 14C de DNA
sin complejo de relajacioén, migré de la manera esperada, en la re-
gién superhelicoidal de plasmido, y no se desplaza en presencia de
5DS, sin embargo se aprecia otro pico que no corresponde a la mo-
vilidad de la estructura relajada. Dado que el este DNA marcado
con l4¢c, fué purificade en un gradiente preparativo de CsCl-EtBr,
la presencir de el segundo pico podria explicarse como consecuen-
cia de -~ .nt~ninacién del plasmido con material cromosémico durante
la coleczic del gradiente, o bien, por la presencia de otro ele-
mento genético extracromosémico en esta cepa.

En experimentos subsecuentes similares al descrito, en va-
rias ocasiones, se observé la presencia de un pico extra que no
correspondia a la migracidén de ninguna de las dos formas del plas-
mido, pero ahora, en los lisados claros de las cepas del juego i-
sogénico cyaﬁ, crpA. De nuevo, el pico extra podia ser explicado
por las razones expuestas previamente. Los intentos de purificar
la especie superenrollada del plasmido pYK007 en gradientes prepa-
rativos de sacarosa (20 % a 31 %, NaCl 0.05 M) no fueron exitosos,
ya gue se seguia observando contaminacién por una especie molecu-
lar distinta.

Como se mencioné anteriormente, una explicacidén alternativa a
la contaminacidén cromosémica como la responsable de la especie ex-



FIGURA B. AnAlisis del complejo de relajacién de pYKO07 en
gradientes de velocidad de sedimentacidn.

Lisados clarcos de las cepas marcadas con 3H-timi-
dina fueron mezclados con DNA del plasmido pYK007 marcado con
lic-timina, purificado y libre de complejo de relajacién, co-
mo se indica en el texto. Alicuotas de las mezclas fueron
tratadas con SDS (0.25 %) y éstas, y los controles no trata-
dos se aplicaron a gradientes de sacarosa de 5 % al 20 %
(w/v) (1 M Nacl). La centrifugacién y el fraccionamiento (co-
lectando a partir de la base) se hicieron como se indica en
materiales y métodos.

A.- muestra control (no tratada), del DNA obtenido
de la cepa CABO00 (pYKO07).

B.- muestra tratada con SDS, del DNA obtenido de la
cepa CA8000 (pYK007).

C.- muestra control (no tratada), del DNA obtenido
de la cepa CA8445 ‘(cya® crp?) (p¥koo7).

D.- muestra tratada con SDS, del DNA obtenido de la
cepa CA8445 (cyaﬁ crpﬁ) (pYK007) .

En todos los gradientes se empled como marcador
interno el DNA del plasmido pYK007 marcade con léc.
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tra, seria la presencia de un plasmido cuyo fenotipo no ha sido
definido (criptico), a pesar de que en la figura 2 se observa so-
lamente una banda de plésmido con la movilidad de pYK007. Se deci-
dié analizar esta alternativa usando gradientes analiticos de
CsCl-EtBr. Las cepas CA8000, CAB306, CA8443, y J54, (sin pYK007)
se marcaron con 3H-timidina y se siguié el procedimiento descrito
en materiales y métodos.

En la figura 9 se cbserva que aun cuando las cepas CAB000,
CA8306 y CA8445, no tienen el plésmido pYK007, presentan claramen-
te un pico de DNA superhelicoidal, lo cual indica que existe un
plasmido criptico en estas cepas; dicho pladsmido no se cbserva en
la cepa J54. Cabe mencionar, gque la banda de DNA de plasmido que
normalmente se detecta en las cepas con pYK007, al irradiar con
luz ultravicleta el DNA separardo en el gradiente, no fué visible
en las cepas sin el pYK007.

La presencia de un pldsmido criptico no detectable por elec-
troforesis en geles de agarosa en el juego isogénico cyaﬂ, crpa,
fué del todo inesperada, e implica que la cuantificacién del plas-
mido pYK007 por el método de gradientes de CsCl- EtBr (seccién 11
de materiales y métodos), en el que se determinaron las concentra-
ciones relativas de DNA duperhelicoidal, es inadecuada, por la
contribucién del plasmido criptico en su forma superenrollada.

2) Determinacién el numero de copias de pYK007 por hibridi-
zacidn.

Para cuantificar de una forma mas directa el nimero de copias
de pYK007 por equivalente gendmico, se optd por emplear la hibri-
dizacién de DNA purificado de pYK007 contra el DNA total a partir
de lisados crudos de las cepas en estudio.



FIGURA 9. Andlisis del perfil de DNA de las cepas silves-
tres, cyaﬂ b4 crpa, sin pYK007, en gradientes de
CsCl-EtBr.

Se obtuvieron lisados crudos de las cepas marcadas
con 3H-timidina, y se sometieron a centrifugacién en gradien-
tes analiticos de CsCl-EtBr como se describe en la seccién 11
de materiales y métodos, con la unica diferencia de que en
éste experimento, no se incluyd un control interno marcado
con 14C. Los gradientes fueron perforados por la base, y la
radiactividad de las fracciones determinada.

Perfil del gradiente A: CAB000; B: CA8306 (cyaﬂ):
C: CA8445 (cya® crp?); y D: Js4.
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Esta metodologia presenta varias ventajas, entre ellas: 1) lLa
hibridizacién, en condiciones de exceso de pYK007 puro, inmovi=-
lizado a filtros de nitrocelulosa, implica que todo el DNA del
pYK007 presente el los lisados crudos de las cepas puede ser de-
tectado, independientemente de la configuracién molecular del
plasmido, asumiendo que el tratamiento de desnaturalizacidn es i-
gualmente efectivo para generar DNA de cadena sencilla a partir de
las diferentes formas del plasmido. 2) La hibridizacién realizada
en condiciones estrictas, minimiza la hibridizacién inespecifica
de secuencias no relacionadas con pYK007. Si se tienen los contro-
les adecuados, se puede determinar cual es el fondo inespecifico
de hibridizacién del plasmido criptico, y en consecuencia no in-
terfiere con la cuantificacién del pYK007.

Para realizar los experimentos de hibridizacién, fué impor-
tante definir las condiciones déptimas de la inmovilizacién de DNA
a filtros de nitrocelulosa, la linearidad de la fijacién de las
concentraciones de trabajo de DNA a los filtros, y la eficiencia
de hibridizacién, que se describen a continuacién.

i) Comprobacién de la presencia de pYK007 como tnico plasmido
en la cepa 7A-35.

La purificacién de pYK007, para emplearlo como sonda en la
hybridizacién, requeria, evidentemente, del uso de una cepa que
contuviera exclusivamente dicho plasmido.

En estudios del ligamiento de Ap y ST realizados en este
laboratorio (H. Stieglitz y R. Fonseca), se caracterizaron varias
transconjugantes de la cepa clinica donadora 40-IEC-4, a la reci-
piente J54. Una de estas transconjugantes, la 7A-35 (ST+Apr), mos-
tré repetidamente una sola banda de las caracteristicas de pYK007
en geles de agarosa, por lo que podria considerarse como candida-
ta. En adicién, en la figura 9 se observa que en la cepa J54 no se
detecta DNA superhelicoidal, lo que implica que se usé un fondo
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genético libre de plasmido para la conjugacién. La J54 pYK007
referida en todos los experimentos previos, no es comparable con
la 7A-35, porque la primera, se obtuvo como transconjugante en una
cruza de regreso de la CABQ000 (pYK007) a la J54, y parece ser, que
tanto el pYK007, como el plasmido criptico se tranfirieroen.

Para comprobar que la cepa 7A-35 tiene como huésped unico a
pYK007, se aislé DNA marcade con 14C de la cepa y se corrié en un
gradiente preparativo de CsCl-EtBr (método 13). La regidén de plas-
mido fué purificada (figura 10A), y una alicuota de esta se corrié
en gradientes analiticos de sacarosa de 5%-20% (método 12). E1l
perfil de el gradiente de velocidad de sedimentacién que se pre-
senta en la figura 10B, revela la presencia de un solo pico de DNA
de pléasmido, sugiriendo, que la cepa 7A-35 contiene solamente un
elemento extracromosémico; éste puede considerarse pYK007 por la
migracion exhibida en geles de agarosa y por su manifestacién
fenotipica, mencionadas en el pa&rrafo anterior. En base a estos
resultados, a partir de la cepa 7A-35 se purificé el DNA de pY¥YK007
usado en los experimentos de hibridizacién.

ii) Eficiencia y linearidad de la inmovilizacién de DNA a filtros
de nitrocelulosa.

Para determinar la eficiencia de unién del DNA a filtros de
nitrocelulosa, se marcaron con 3H-timina cultivos de la cepa CR34
(thy™) y se generaron lisados claros (ver método 12); el DNA cro-
mosémico contenido en la pastilla, fué purificado por extraccién
fendlica de la pastilla, y extraccidén del fenol con éter. A esta
preparacién se le determiné la concetracién de DNA por difenila-
mina (método 20) y las cuentas incorporadas (método 7), calculan-
dose asi la actividad especifica. 10 muestras con 2.5 Mg de DNa,
se desnaturalizaron, y se inmovilizaron en 10 filtros de nitroce-
lulosa (seccién 17 de materiales y métodos). E1l DNA retenido en
los filtros fué contado y comparado con las cuentas adicionadas
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FIGURA 10. Anadlisis de el DNA superhelicoidal de la cepa
7A-35 en gradientes de velocidad de sedimentacidn.

A. Gradiente preparativo de CsCl-EtBr de lisados
claros de la cepa 7A-35. Cultivos en fase exponencial de la
cepa 7A~35 fueron marcados con 14C, y lisados como se indica
en la seccidén 12 de materiales y métodos. Se elaboraron gra-
dientes preparativos de CsCl-EtBr, se colectaron y se purifi-
cé el DNA de plasmido como se describe en los procedimientos
13, 14 y 15 de materiales y métocdos. Se muestra el pico de
DNA de plésmido que se purificé de estos gradientes.

B. An&lisis del DNA de plasmido de la cepa 7A-35 en
gradientes de velocidad de sedimentacién. Alicuotas de las
muestras obtenidas del gradiente previo, fueron aplicadas a
gradientes de sacarosa de 5 ¥ a 20 § (0.5 M NaCl) y se cen-
trifugaron a 45,000 rpm, en el rotor SW 50.1, durante 45 min
a 15'C. E1 fraccionamiente y la determinacién de la radiacti-
vidad de las fracciones se describen en materiales y métodos.
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inicialmente; en éstas condiciones, del 91% al 96% de las cuentas
fueron retenidas, indicando que la unién del DNA a los filtros es
eficiente.

La linearidad de la fijacidén de DNA (1-20 pg) a los filtros
de nitrocelulosa fué determinada empleando DNA marcado como se in-
dica en el experimento anterior. 40 ug de DNA fueron desnaturali-
zados; de esta solucidn se tomaron volumenes correspondientes a
1 ug, 5 pug, 10 pug y 20 ug de DNA (por duplicado), se inmoviliza-
ron en filtros de nitrocelulosa, y se determind la radiactividad
retenida. Con las cuentas resultantes se graficé la concentra-
cién del DNA inmovilizade en los filtros de nitrocelulosa contra
la radiactividad retenida.

En la figura 11, se muestra la linearidad de la fijacién de
1 pg a 20 pg de DNA a filtros de nitrocelulosa. Se observa que el
DNA se pega linealmente hasta 10 ug, Yy a concentraciones mayores
de ésta se aprecia un ligero cambio de pendiente. La linearidad
encontrada, es satisfactoeria para los experimentos de hibridiza-
cién, ya que en estos se definid inmovilizar un exceso de DNA de
pYK007 de 50 veces (con respecto al DNA total de pYK007 en solu-
cién), lo cual equivale a 5 ug. Este ultimo valor se calculd asu-
miendo que los cultivos empleados en las hibridizacicnes tienen u-
na densidad de 2.5 x 108 células; considerando que 1 x 108 células
contienen una concentracidén de DNA total iqual a 1 g y que el
porcentaje de pldsmido con respecto al DNA total es del 1 & al 4
%, se obtiene que en 2.5 x 108 células hay de 0.025 Ng (1 %) a
0.1 ug (4 %) de pldsmido, y un exceso de 50 veces de éstos, es
1.25 pg y 5 ug respectivamente.

iii) Eficiencia de hibridizacién.
A cantidades fijas de DNA puro de pYK007, inmovilizado en

filtros de nitrocelulosa (en un exceso igual o mayor a 50 veces),
se anadieron concentraciones constantes de lisados crudos de la
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FIGURA 11. Linearidad de la inmovilizacién de DNA a fil-
tros de nitrocelulosa.

Se purificé DNA marcado con °H y se calculd su
actividad especifica como se indica en el texto. De esta pre-
paracién de tomaron 40 ug, se desnaturalizaron, se fijaron
las cantidades indicadas a filtros de nitrocelulosa como se
describe en la seccién 17 de materiales y métecdos, y se de-
terminé la radiactividad de el DNA retenido en los filtros.
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cepa J54 sin plasmido, mezclados con cantidades conocidas y cre-
cientes de pYK007 marcado y purificado. Las cantidades elegidas
para »YK007 en la solucién de hibridizacién, equivalen a 10, 18 y
27 copias, lo cual es un exceso si se considera gue plasmidos au-
totransferibles existen en relaciones de 1 a 3 copias por equiva-
lente gendémico. Es importante realizar la hibridizacién en pre-
sencia de lisados totales, porque son las condiciones en las que
se trabajara para la determinacién de numero de copias.

El DNA puro de pYKO07 para la fijacién a filtros de nitroce-
lulosa, se obtuvo a partir de 5 1t de cultivo de la cepa 7A-35,
por el método de nitrocelulosa. La cuantificacién del DNA se efec-
tué fluorcmétricamente por una modificacidén del método de DABA
(descrito en la seccién 20 de materiales y métodos), ya que es mas
sensitivo que el método de difenilamina. E1 DNA obtenido de los 5
litros (110 pMg), fué inmovilizado en filtros de nitrocelulosa
(5 ug/ filtro) como se describe en materiales y métodos.

Los lisados crudos de la cepa J54 sin pYK0o07, fueron obteni-
dos por lisis con tritén, y el DNA cuantificado por difenilamina;
se usé una cantidad eguivalente a la gue tendria 1 ml de un cul-
tivo crecido a 100 U.K. (5 x 108 células/ml), si en 1 x 108 cé-
lulas/ml hay 1 Mg de DNA, i.e. 5 ug/ml.

El DNA marcado y purificado de pYK007, que se adicioné a los
lisades crudos, fué aislado de la regidén superhelicoidal de un
gradiente isopicnico de CsCl-EtBr de la cepa 7A=-35; la regidn cro-
mosémica tambien se colecté y se determiné la actividad especifi-
ca de este DNA. Se asumié que la actividad especifica del cromo-
soma es igual a la del pldsmido.

La hibridizacién se realizé como sigue: se tomaron muestras
del pYK007 marcado equivalentes a: 0.6 pg (10 copias), 1.2 pug (18
copias) y 1.8 Mg (27 copias); a estas muestras, se agregé 0.5 ml
de lisados crudos de J54 sin plasmidos, y se llevaron al mismo vo=-
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lumen con 0.1 x SSC. Se incluydé otra muestra con 1.8 ug de pYKO0O7
marcado, sin adicionar lisado. Se desnaturalizaron las muestras y
se agregd la mezcla de hibridizacién a cada una; 2 ml de las di=-
ferentes mezcla se hibridizacién fueron adicionados a viales, con-
teniendo 2 filtros con 5 pg de pYK007 puro, y se incubaron por 5
dias a 42°C.

Terminada la hibridizacién, los filtros fueron procesados, y
contados, determinindose el porcentaje de la cuentas que hibridi-
zaron con respecto a las cuentas totales afadidas (cuantificadas
en alicuotas de las mezclas antes de la hibridizacién); los datos
obtenides se muestran en la figura 12.

En la figura 12A, que presenta cuentas hibridizadas a pYK0O07
v.8. concentracién de pYK007 (en nimero de copias), se observa que
la hibridizacilén es aproximadamente lineal aun para concentracio-
nes de pYK007 eguivalentes a 27 copias, implicando que el sistema
no estd a saturacidén, y en la figura 12B, donde se muestra el por-
centaje de cuentas hibridizadas a los filtros con respecto a las
cuentas iniciales en la hibridizacién para los diferentes numeros
de coplas adicionadas, se aprecia que la eficlencia de hibridiza-
cién fluctud entre 60 % y 70 %.

iv) Hibridizacién de lisados crudos de las cepas silvestre,
cyan, Y crpﬁ, con el pYK007, contra DNA de pYK007 inmo-
vilizado en filtros de nitrocelulosa.

En base a los experimentos anteriores, en donde se encontré gque
el sistema es lineal para 10 pug de DNA fijado al filtro, asi como
para el DNA a hibridizar (considerando auin un exceso de numero de
copias), y que la eficiencia de hibridizacidén es del 60% a 70%, se
decidié que las condiciones de hibridizacién son apropiadas para
continuar con la determinacién del numero de copias.
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FIGURA 12. Eficiencia de la hibridizacién DNA-DNA.

La metodologia y explicacién del experimento se
encuentran descritos en el texto.

0.6 ug es equivalente a 10 coplas; 12 g a 18 co-
pias; y 1.8 ug a 27 copias.

Para el cadlculo del numero de copias a que son e-
quivalentes las cantidades de DNA empleadas, se utilizaren
las siguientes relaciones:

1) E1 P.M. de pYK007 = 77.6 x 106 dal = g/mol
por lo tanto, 1 pg de pYK007 = 0.0129 pmoles

2) (0.0129 pmoles) (X ug de pYK007) (6.023 x 1023 moléc./mol)
(1 x 10712 pmoles) = moléculas de pYKOO?7 en X pg de pYK007
en donde;
6.023 x 1023 moléculas/mol = no. de Avogadro.

3) moléculas de pYK007 en X ug = no. de copias de pYK007 por
no. de células ceélula

Considerando que en la hibridizacién se emplean
cultivos con una densidad de 5 x 108 células, y sustituyendo
do X Mg por 0.6, 1.2 y 1.8 ug de pYK007, se obtienen un equi-
valente a 10, 18 y 27 copias respectivamente.
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Se prepararon filtros de nitrocelulosa con 5 pg/filtro de
pYK007, purificado a partir de 10 litros de cultivos de la cepa
7A=35 (10 1t por experimento). Cultivos de las cepas CA8000,
CA8306, CAB445 y J54, sin pYK007 (las cepas CA poseen al pldsmido
criptico, y la cepa J54 esta libre de plasmidos), fueron marcados
cor 3H-tinidina, y se detuvo la incorporacidén a 100 U.K.; las cé-
lulas fueron lavadas, tratadas, y el DNA obtenido fué desnaturali-
zado. Se agregaron los compenentes de la mezcla de hibridizacidn y
2 ml de ésta fué anadida a viales conteniendo, 2 filtres con 5 pg
de pYK007 y 2 filtros blanco, sin DNA, por cada cepa. Con los vo-
limenes restantes de las mezcla de hibridizacidn, se determinaron
las cuentas adicionada en ésta a cada vial (100%). Transcurridos
5 dias de hibridizacioén a 42°C, los filtros fueron tratados y
contados.

A las cuentas de los filtros con DNA para las diferentes ce-
pas, se sustrajo las cuentas de los filtros blanco correspondien-
tes, y con estos datos, se calculdé el porcentaje de hibridizacidn
en relacidén a las cuentas totales adicionadas; usando los porcen-
tajes resultantes se determind el numero de copias de pYKO07 con
los valores de 77.6 x 10% dal para el peso molecular de pYK007, y
1 equivalente gendémico (2.5 x 109 dal), al igual que los calculos
de los experimentos anteriores (ver inciso iv).

Los resultados de la tabla 5, en donde se encuentran los da-
tos obtenidos del experimento descrito, muestran que la hibridi-
zacién de fondo del cromosoma (representada por la cepa libre de
pldsmidos) es de 0.87%, que traducido a numero de copias, es de
0.27 copias; y la hibridizacion de fondo del cromosoma mas el
plasmido criptico (cepas CA), varia entre 1.11% a 0.9%, con nume-
ros de copias de 0.35 a 0.28 respectivamente. De estos datos se
deduce que el aumento de hibridizacién inespecifica promedio co-
mo consecuencia del plasmido criptico es del 0.16%, correspondien-
te a 0.05 copias, lo gque sugiere, que dicho plasmideo no presenta



TABLA 5. Comparacioén de la hibridizacién del DNA cromosémi-
y del plasmido criptico, contra el DNA de pYK007.

% de hibridizacidén Fondos reflejados en nume-
cepa de DNA total a DNA ro de copias de pYK007 por
de pYKoQ72 equivalente genémicoP
CA8000 1.4 0.35
CAB306 0.9 0.28
CAB445 1.1 0.35
J54 0.87 0.27

2 Lisados crudos de la cepa J54 (libre de plasmidos) y de
las cepas de la serie CA, que contienen al plasmido criptico,
fueron hibridizados contra DNA de pYK007 como se describe en el
texto. El porcentaje de hibridizacién se calculé comparandoc las
cuentas hibridizadas a los filtros con el DNA de pYK007 menos
los blancos, con las cuentas del DNA total anadido en la hibri-
dizacién; se puede expresar como sigue:

' % de hibridi-
(cpm hibridizadas a pYK007 - cpm blancos\x 100% = zacién de DNA
\cpm totales afadidas a la hihridizacién} total a pYK007

b E1 numerec de copias por equivalente gendémico se calculéd
como se indica en el pie de la figura 4.



homologia con el pYK007; entonces, la hibridizacién de pYK(007 al
plasmido criptico en nuestras condiciones, puede considerarse muy
baja.

Definido lo anterior, en experimentos subsecuentes solo se -
usé J54 como blanco, ya que el bajo rendimiento en el aislamiento
de pYK007 para ser fijado en los filtros, resulté un factor limi-
tante en el numero de muestras a hibridizar.

Para la determinacién de numero de copias, se repitié el ex-
perimento anterior, como se describe en la seccién de materiales
y métodos. En éste, se emplearon las cepas CA8000 (pYK007), CA8306
(pYK007, cya®), cas4ss (pykoo7, cya® crp®), 754 (pykoos) y J54

Los datos obtenidos en dos experimentos independientes, fue-
ron promediados, y los valores encontrados se presentan en la ta-
bla 6, en donde se observa que la diferencia maxima en numero de
copias de pYK007 por equivalente genémico con respecto a la cepas
cya6 Yy cyaﬁ crpﬂ es de 0.44 copias; en otras palabras, la reduc-
cién de niumero de copias de pYK007 en las cepas deficientes en
represién catabdélica, con respecto a la cepa silvestre, es menor a
una copia. También se determiné que el nimero de copias de pYK00S8
por equivalente genémico en la cepa J54, es de uno.

En los datos de numero de copias determinados en gradientes
de CsCl-EtBr, al igual gue los datos anteriores, no se encontra-
ron diferencias significativas, tales que expliguen, los niveles
de toxina en la cepa cyaﬁ en ausencia de AMPc y la cyaa crpﬂ,en
ausencia o presencia del mismo, que son 100 veces menores a los
cbservados en la cepa silvestre.

Considerando que se encontrd una diferencia maxima de una co-
pia de pYK007 por equivalente gendmico, comparacda con un efecto de
AMPc de 100 veces, los resultados anteriores excluyen la posibili-
dad de que el efecto de AMPc sobre la actividad de la enterotoxina



TABLA 6. Efecto de las deleciones en cya.A Yy crpd sobre el nu-
mero de copias de pYK007 determinado por hibridiza-

cion.
Numero de copias de
Cepa % de hibridizacién de DNA PYK007 por equiva-
total a DNA de pYK0072 lente genémicob

CAB000 (pYK007) 7.08 2.27
CA8306 (pYK007) 6.64 2.14
CA8445 (pYK007) 5.70 1.83
J54 0.00 0.00
J54 (pYK008) 3.24 1.00¢

Lisados crudos de las cepas marcadas con °H-timidina fueron
hibridizados contra el DNA de pYK007 inmovilizade en filtros de
nitrocelulosa como se describe en el texto. Los datos presenta-
dos, son el promedio de dos experimentos independientes.

2 Los porcentajes de hibridizacioén fueron calculados, toman-
do las cuentas hibridizadas contra pYK007, sustrayendo las de la
cepa J54 (cromosoma), y comparandolas con las cuentas del DNA to-
tal que participé en la hibridizacidén, con la siguiente relacidn:

cpm hibridizadas, cepa X) - (cpm hibri- % de hibridi-

dizadas, cepa J54 - cpm hib. a blancos) x 100% = zacién de DNA

\ cpm totales afadidas a la hibridizacién total a pYK007
en donde;

cepa X = cepas listadas en la tabla, hibridizadas contra pYK007.
b El numero de copias por equivalente genémico, se determiné
como se indica en el pie de la figura 4, tomando el % de hibridi-

zacién de DNA total a pYK007 como el % de plasmido.

€ Resultado de un experimento.
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en las cepas cyan Y cyaA crph, se deba a una reduccién del numero

de copias de pYK007 en estas cepas, y sugieren que la regulacién

de la actividad de ST, por represidén catabélica no se encuentra a

nivel de replicacién del DNA del plasmido que codifica para la

enterotoxina ST.

II. EFECTO DE LAS MUTACIONES cyan Y c:.'p‘l SOBRE LA ACTIVIDAD
INTRACELULAR DE LA TOXINA ST.

Una vez que se ha establecido, que el efecto de AMPc no se
manifiesta como respuesta a cambios en el numero de copias del
plasmido pYR007, en las cepas deficientes en represién catabdlica,
cabe la posibilidad, de que la regulacién de la toxina por el com-
plejo AMPc-proteina receptora del AMPc, se lleve a cabo a nivel de
secrecién, provocando la acumulacién intracelular de la exotoxina.

En esta parte del trabajo, se describiran experimentos reali-~
zados con el objetivo de eliminar la posibilidad de que la ausen-
cia del complejo AMPc-proteina receptora del AMPc, en la cepas
deficientes en represidn catabélica, provogque una acumulacién
intracelular de toxina activa, que pueda explicar la ausencia de
ésta en los scbrenadantes.

Para demostrar que no existe una acumulacién de toxina intra-
celular activa en las cepas cyan y u:ya‘ls crpa, el enfoque experi-
mental, fué el rompimiento y liberacién del contenide intracelu-
lar de las cepas en cuestién, y ensayar para actividad de ST.

Fl método de rompimiento elegido fué el de ultrasonicacion,
el cual, ha sido ampliamente usado porque es un método rapido y
efectivo para el rompimiento de microorganismos o tejidos. Una
desventaja de el uso de esta técnica, es que genera grandes canti-
dades de calor; lo que puede alterar la actividad o estructura de
proteinas.



1) cuantificacién de la ruptura celular por sonicacién.

Con el objeto de determinar las condiciones y tiempos de so-
nicacién en los que se obtiene un porcentaje alto de rompimiento
celular, se realizé el siguiente experimento: un cultivo de la ce-
pa J54 pYK007, fué desarrollado en medio T durante 18 hr, a 31'c
con agitacién vigorosa. Las células fueron cosechadas y lavadas
dos veces con PBS, resuspendiéndose en un voliumen final de 10 ml
de PBS; 2 ml se usaron para determinar el porcentaje de proteina
total en las células, por el método de Biuret (48), y los 8 ml
restantes, fueron transferidos a un vial de vidrio, y mantenidos
a 4°C, en bafio de hielo. La muestra se sonicé como se describe en
materiales y métodos, por pulsos de 15 seg e intervalos de 30 seg
de descanso, por un tiempo efectivo de sonicacién de 5 min, toman-
do alicuotas de 2 ml a 1, 2 y 5 min; éstas, fueron centrifugadas,
y con el sobrenadante (proteina soluble liberada), se determiné la
concentracién de proteina liberada durante la sonicacién y se cal-
culé el porcenje de ésta, con respecto a la concentracién total de
proteina en células intactas,

En la figura 13, realizada con los datos generados del expe -
rimento antes descrito, se muestra el porcentaje de liberacidn de
proteina en relacidn al tiempo de sonicacién; se observa que la
eficiencia de sonicacién aumenta en un 10% del primer min, al se-
gundo, en donde se liberé un 79% de la proteina, y del minuto 2 al
5, s6lo aumenta un del 5% al 6%, obteniendose una eficiencia del
85%. En un segundo experimento, se cobtuvieron eficiencias del 85%
al 95% para tiempos de 1 a 5 min.

Con una eficiencia de sonicacién del 80% de 2 a 5 min, se
esperaria que la mayoria de la toxina intracelular soluble (si
existe) se libere, por lo cual, estas condiciones resultan adecua-
das, sin embargo, no se puede afirmar que la sonicacién por estes
tiempos e intensidad, no afecte a la enterotoxina, de manera que
se inactive, o dismiuya su actividad.
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FIGURA 13. Eficiencia de la ruptura celular por sonicacién

Cultivos de 50 ml de la cepa J54 pYK007 en medio T
fueron incubados a 37°C y crecidos durante 18 horas. Las
células se concentraron a 10 ml de PBS, de donde se tomaron
2 ml antes de sonicar y el resto se sonicé por 5 min, como se
describe en el texto. Durante la sonicacién se extrajeron
alicuotas a los tiempos indicados, se centrifugaron, y se re-
cuperarocn los sobrenadantes con la proteina solubilizada por
sonicacién.

Empleando el método de Biuret, se determind la con-
centracién de proteina en las células intactas (100 %), y en
los sobrenadantes a los diferentes tiempos de sonicacidén.
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2) Efecto de la sonicacién sobre la actividad de ST.

Con la finalidad de definir si la sonicacién afecta la acti-
vidad de ST, se llevé a cabo el siguiente experimento: cultivos
de la cepa J54 (pYK007), fueron crecidos en medic T, a 37°C con
agitacién, durante la noche. Los cultivos se centrifugaron, y se
recuperé el sobrenadante con la toxina extracelular; parte del so-
brenadante se sonicéd por 5 minutos, tomando alicuotas cada minuto,
6al, 2y 5 minutos. Las muestras sonicadas y sin sonicar, se di-
luyeron seriadamente, y se determind la actividad de ST con el en-
sayo del ratdén lactante como se indica en la seccién 19 de mate-
riales y métodos. En la tabla 7 se muestran los resultados de los
titulos de 3 experimentos; se observa, gue en ocasiones hay dife-
rencias de una dilucién en el titulo de la toxina, sin embargo, el
hecho de que estas variaciones parecen darse al azar, a tiempos
largos © cortos de sonicacién, y no presentan una tendencia que
indique cque a tiempos largos baja la actividad de ST, sugiegiere
que la sonicacidén no afecta la actividad de la toxina. Las di-
ferencias observadas podrian ser el resultado de la fluctuacidn
del ensayo biolégico, por un lado, y por otro, de la manipulacidn
del mismo; la respuesta de los ratones varia significativamente
con 1 o 2 dias de diferencia de edad, por lo que es necesario, o
distribuir adecuadamente una poblacién heterogénea, 6 trabajar con
una homogénea.

3) Determinacién de la actividad intracelular de ST en soni-
cados de las cepas en estudio.

Definidas las condiciones de sonicacidén y la estabilidad de

la actividad de ST en esas condiciones, se efectuaron experimentos

4

para determinar si las cepas cyaA Y cya crpa en ausenciade AMPc,

acumulan toxina intracelular activa.
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TABLA 7. Efecto de la sonicacidn sobre la actividad de la
enterotoxina ST extracelular.

Actividad de STA en sobrenadantes

Experimento Tiempos de sonicacién
Sin sonicar 1 min 2 min 3 min 4 min 5 min

1 16 16 8 16 16 16
2 32 16 32 32 b £ 16
3 n.d. 32 n.d. n.d. ada 32

Sobrenadantes de cultivos de la cepa J54 pYK007 crecida en
medio T a 37°C durante 18 hrs, fueron sonicados como se describe
en el texto, por los tiempos indicados. Las muestras sonicadas y
los controles sin sonicar, fueron diluidos seriadamente, y las
diluciones ensayadas para actividad de ST en la prueba de ratén
lactante, como se describe en materiales y métodos (seccidén 19).

4 Los valores de actividad de ST que se muestran, correspon-
den a la reciproca de la dilucién méxima en la que se detectd una
respuesta positiva en los ratones. El valor de corte fué > 0.080.
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Cultivos desarrollados durante la noche de las cepas silves-
tres [CA8000, J54, y CA8000 (pYK007)], de las cepas deficientes en
adenil ciclasa [CAB306 (pYK007)], de las cepas deficientes en ade-
nil ciclasa y CRP [CAB8445, y CAB445 (pYK007)], y de la cepa J54
(pYK008), fueron diluidos 1:100 en 100 ml de medio T y crecidos
durante 18 hr, a 37°C, despues de las cuales, se cosecharon los
cultivos y se obtuvieron los sobrenadantes y las pastillas; esta
dltimas fueron lavadas con PBS y resuspendidas en un volumen final
de 20 ml de PBS. Los cultivos se sonicaron como se describidé pre-
viamente, a 4°C, por 3 min. Las muestras sonicadas se dividieron
en dos: en una alicuota se determind la eficiencia de sonicacidn
como se hizo en 1, con la diferencia de que la proteina se deter-
miné por el método de Lowry (75); con las alicuotas restantes, y
los sobrenadantes de medio T, se hicieron diluciones seriadas y. se
probaron para actividad de ST, en el ensayo del ratén lactante.

Los resultados obtenidos de la actividad de ST en sonicados
de las cepas deficientes en el complejo AMPc-CRP, se presentan en
la tabla 8, en donde se muestra que no se detectd actividad de ST
en los sobrenadantes, ni en los extractos sonicados de las cepas
sin el plasmido, y de las cepas CAB8306 (pYK007 cyaA}, CAB445 (pYK
007 cyaﬁ crpa} y J54 (pYK008). En los sobrenadantes de las cepas
CA8000 (pYK 007) y J54 (pYK007), se encontré 160 veces mas activi-
dad toxigénica, comparada con las pastillas sonicadas de las mis-
mas cepas, en las cuales se aprecian niveles muy bajos. Estos re-
sultados indican que la cepas deficientes en represidén catabdlica
no acumulan enterotoxina intracelular activa.

4) Efecto del calentamiento sobre la actividad intracelular

de ST en las cepas silvestres, cya6 Yy crpA.

51 bien, en la tabla 8 se observa que extractos sonicados de
las cepas CA8000 (pYK007) y J54 (pYK007) presentan niveles de
toxina muy bajos, en algunos experimento se encontré mayor activi-
dad toxigénica en estos sonicados. A pesar de que todos los expe-
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TABLA 8. Actividad de la enterotoxina ST intracelular y ex-
tracelular en las cepas silvestre y las mutantes
cyal y crpl.

Actividad de sT2
Cepa
Sobrenadantes Células sonicadas®
CABOOO < 1 < 0.2
CAB445 < 1 < 0.2
CAB000(pYK007) 32 0.2
CA8306 (pYK007) <1 < 0.2
CAB445 (pYK007) <1 < 0.2
J54 (pYK007) 32 0.2
J54 (pYK008) < 3 < 0.2

100 ml de cultivos en medio T de las cepas fueron incubados
a 37°C durante 18 hr; los cultivos se centrifugaron y el sobre-
nadante se ensayd para actividad de ST. Las pastillas fueron la-
vadas dos veces con PBS, resuspendidas en 20 ml del mismo amorti-
guador y sonicadas a 4°'C como se describe en el texto. Los ex-
tractos sonicados se dividieron en dos alicuctas: con una se de-
termind el porcentaje de solubilizacién de proteina por sonica-
cidén, descrito en la figura 13, y con el resto se ensaydé actividad
de ST como se describe en la seccién 19 de materiales y métodos.

4 La actividad de ST se muestra comoc la reciproca de la di-
lucién maxima que presentd una respuesta positiva ( > 0.0800 ) en
el ensayo de ratdén lactante.

b para las células sonicadas, los valores de la tabla estan
corregidos tomando en cuenta el factor de concentracidén inicial.
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rimentos se realizaron en un bafio de hielo, se hipotetizé que la
variabilidad de la actividad de ST podria darse como respuesta a
un incremento en la temperatura de parte de la suspensién, durante
la sonicacién. Para probar esta posibilidad, se examiné el efecto
de calentamiento sobre los extractos sonicados: basicamente, se
repitié el experimento anterior, obteniendose extractos sonicados
y sobrenadantes de cepas con los diferentes fondos genéticos estu-
diados; los sonicados fueron divididos, y una parte se ellos se
mantuvo a 4 C, mientras que la otra mitad, se incubé a 65°C duran-
te 30 min.

La actividad de ST determinada en las muestras del experimen-
to descrito, se presentan en la tabla 9; se observa que extractos
sonicados de las cepas CAS000 (pYK007) y J54 (pYK007), cuando son
incubados a 65 C por 30 min, exhiben un aumento de 64 veces en los
niveles de actividad toxigénica con respecto a los sonicados no
calentados. En contraste, tanto en las cepas deficientes en repre-
sidén catabdlica, como en la cepa J54 (pYK008), no se detectd ST en
sonicados calentados o no calentados, los cuales muestran un valor
de actividad de toxina igual a la de los controles negativos (CA
800 y CAB445 sin pYKO007). Estos resultados sugieren que en las ce-
pas cya+ crp+ (CABO00 y J54) con el pYK007, existe toxina ST in-
tracelular inactiva, la cual es termoactivable. Asimismo, las ce-
pas deficientes en el complejo AMPc- proteina receptora de AMPc no
mostraron el efecto de termoactivacidén, lo que indica que estas
cepas no acumulan toxina intracelular inactiva sensible a activa-
cién por calor.

L
con el pYK007 no acumulan toxina intracelular activa (tabla 8), y

Los datos previos gue muestran que las cepas cyaA Yy cya

gue tampoco acumulan toxina intracelular termoactivable (tabla 9),
senalan, que el efecto de AMPc sobre la actividad de ST en estas
cepas, no se debe a una alteracidén en la secrecidén de la toxina
intracelular activa, o termoactivable.



TABLA 9. Efecto del calentamiento de extractos sonicados
sobre la actividad de ST.

Actividad de sT2
Células®
Cepa (intracelular)
Scobrenadantes
(extracelular) Sonicados
Sonicados calentados
CAB0O00 < 1 < 0.2 < 0.2
CAB445 < 1l < 0.2 < 0.2
CABOOO (pYK007) 32 0.2 12.8
CAB306(pYK007) < A 36l P8 < 0.2
CAB8445 (pYK007) <1 < 0.2 < 0.2
J54 (pYK007) _ 32 0.2 12.8
J54 (pYK008) < 1l < 0.2 < 0.2

100 ml de cultivos en medio T de las cepas fueron incubados
a 37°C durante 18 hr; los cultivos se centrifugaron y el scbre-
nadante se ensaydé para actividad de ST. Las pastillas fueron la-
vadas dos veces con PBS, resuspendidas en 20 ml del mismo amorti-
guador y sonicadas a 4°C como se describe en la seccién 19 de ma-
teriales y métodos. Los extractos sonicados se dividieron en dos
alicuotas: una fué mantenida a 4°C, la restante fué incubada a
65°C por 30 min, y ambas fueron ensayadas para actividad de ST.

2 La actividad de ST se muestra como la reciproca de la di-
lucién méxima que presentd una respuesta positiva ( > 0.0800 ) en
el ensayo de ratén lactante.

b para las células sonicadas, los valores de la tabla estan
corregidos tomando en cuenta el factor de concentracién inicial.
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DISCUSION

Estudios preliminares en este laboratorio, mostraron un efec-
to del complejo AMPc-proteina receptora del AMPc sobre la activi-
dad de la enterotoxina ST, basado en el hecho de que la cepa cyad
en ausencia de AMPc y la cepa cyaa crpn en ausencia o presencia de
el mismo, presentan niveles de ST 100 veces mas bajos con respecto
a los niveles observados en la cepa cyaﬂ en presencia de AMPc y en
la cepa silvestre (80). Si bien, los hallazgos anteriores sugirie-
ron que la enterotoxina ST podria encontrarse reprimida catabdli-
camente a nivel de la transcripcién del gene ST, existen otros me-
canismos congruentes con el efecto del AMPc, que no implican que
el fendmeno se lleve a cabo sobre el gene ST.

En este trabajo se analizé la posibilidad de que los bajos
niveles de toxina observados en condicicnes en donde no existe un
complejo funcional AMPc-CRP, pudiera darse por represidén cataboli-
ca ejercida a nivel de la replicacién del plasmido que codifica
para ST, a nivel de la secrecién de la toxina.

1) Efecto de las deleciones en cya y crp scbre el numero de
copias del pYK007 por equivalente gendmico.

Varios investigadores (92,127,141) han reportado que el aumen
to en la sintesis de productos codificados en plésmidos, ha sido
consecuencia de un aumento correspondiente en el numero de copias
del plasmido, resultando en un efecto de dosage génico (ie., la
sintesis de el producto para el que codifica un gene estd correla-
cionada linealmente con el nuimero de copias del gene). En el caso
de la bacteriocina marcescina A, se describié un efecto de dosage
génico en mutantes que presentaron un aumento de dos a tres veces
en el contenido del plasmido responsable de la sintesis de la bac-
teriocina (127). Norsdstrém y col. (92), reportaron que el incre-
mento de dos a cuatro veces en la resistencia a antibioticos me-
diada por el plasmido mutante Rldrd-19, se debié a un efecto de
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dosage génico por el aumento de dos a cuatro veces en el numero de
copias del plasmido. También se ha descrito un efecto de repre-
sién catabdlica sobre la replicacién de plasmidos: Katz y col.
(62), encontraron un aumento de dos veces en la velocidad de sin-
tesis del plasmido ColEl al adicionar AMPc a cultivos crecidos en
medio con glucosa; en cultivos crecidos en medio con glicerol,
observaron un aumento de 1.5 a 1.9 veces en la cantidad total de
ColEl y ColE2, con respecto a cultivos crecidos en presencia de
glucosa.

En los experimentos descritos, se obtuvieron efectos de dosa-
ge génico de maximo cuatro veces por el aumento del numero de co-
pias de los plasmidos estudiades, e incrementos de dos veces en la
replicacién del plésmido por efecto del AMPc; en contraste, en "au-
sencia del complejo AMPc-proteina receptora del AMPc, la actividad
de ST estd abatida 100 veces. A pesar de este hecho, se podria hi-
potetizar que el complejo AMPc-CRP pudiese regqular la replicacién
del pYX007, de tal manera que provoque un cambio de 100 veces en
el numero de copias del plasmido por célula, resultando en un e-
fecto de dosage génico.

Es posible especular que un candidate para el blanco del com-
plejo AMPc-CRP que provocara un efecto como el propuesto, podria
ser una derepresién de la inhibicidén de la replicacién del pYKO07;
se esperaria que pYK007 tuviese un mecanismo de inhibicidén, ya que
todos los plasmidos en donde se ha estudiado la regulacidn del
mimero de copias, controlan la replicacidn a nivel de iniciacién,
por mecanismos de control negativo (gque resultan en la inhibicién
de la replicacién del plasmido) (91). Cuando se altera importan-
temente algun mecanisme de inhibicién, la sobreproduccién de ni-
merc de copias puede ser considerable, por ejemplo: Muesing y co-
laboradores (88), describieron un aumento de 20 a 30 veces en el
numero de copias del plasmido ColEl como resultado de la ausencia
de una molécula de RNA mensajero gue actia como represor de la re-
plicacion del plasmido.



Los resultados obtenidos de la cuantificacidén de copias de
pYK007 por equivalente gendmico, excluyen la posibilidad de que
las diferecias en los niveles de ST en las cepas silvestre y las
mutantes en respresién catabdlica, pudieran darse como consecuen=
cia de un efecto de dosage génico mediado por el complejo AMPc-
CRP, debido a que las diferencias en nuimero de copias de pYK007
por equivalente gendmico en la cepa CAB8445 (pYK007) con respecto
a la cepa CA8000 (pYK007) son de 0.44 a 0.7 copias, observdndose
una reduccidén de 1.7 veces (tabla 4) o un aumento de 1.24 veces
(tabla 6), en el contenido de pYK007 en la cepa CAB000, con res-
pecto de la CAB445. En cualquier caso (reduccién o aumento), la
diferencia mé&xima de numeroc de copias entre las cepas silvestre y
las deletadas en cya y en crp, ho excedidé a dos veces, y fué me-
nor de una copia, en condiciones en las que las diferencias en los
niveles de toxina son de 100 veces.

En base a los resultados anteriores, se puede predecir, que
la adicidén de AMPc a la cepa cyaﬂ no provocaria un cambio mayor a
una copia de pYK007; para comprobar esta suposicién, se determinéd
el porcentaje de DNA superhelicoidal de la cepa CA8306 (pYKO07) en
presencia y ausencia de AMPc, y se cbtuvieron numeros de copias de
1.2 y 1.0 respectivamente (datos no presentados). Estos resultados
apoyan el hecho de que la represidn catabdlica de la actividad de
ST, no se observa como consecuencia de un cambio en el numero de
copias de pYK007 por equivalente gendmico.

Se usaron dos criterios para determinar el nimero de copias
de pYK007 en las cepas en estudio: el primero fué, la determina-
cidén de la relacién de plasmido superhelicoidal con respecto del
DNA total empleando gradientes de CsCl-EtBr, y en el segundo, se
cuantificéd el porcentaje de hibridizacidén de DNA total marcado ra-
diactivamente, a DNA de pYK007 purificado. Los datos obtenidos
con estos dos métodos muestran diferencias significativas: mien-
tras el numero de copias de pYK007 en la cepa CA8445 (pYK007) ba-

sicamente es el mismo en las dos determinaciones, los valores en-
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contrados para las cepas CA8000 (pYK007) y CA8306 (pYK007) por hi-
bridizacién, son respectivamente 1.27 y 1.14 copias mas altos, en
relacién a los obtenides en la cuantificacidén por gradientes de
CsCl-EtBr (tablas 6 y 4).

Estas discrepancias se podrian deber al hecho de que, en las
condiciones de crecimiento usadas, cerca del 50% de las moléculas
del plasmido pYKQ07 pueden estar presentes como complejo de rela-
jacién (56), lo cual resultaria en una subestimacién del numero de
copias en la cuantificacidén con gradientes de CsCl-EtBr, ya que
durante este procedimiento se induce la relajacién de los comple-
jos mencionades y solamente se detectan las moléculas superheli-
coidales. Aungue no se hicieron experimentos de cuantificacién, se
mostré que el plasmido pYK007, efectivamente presenta complejos de
relajacién (figura 8).

Previamente se menciond que el nimeroc de copias en la cepa
CAB445 (p¥YK 007) es muy similar, juzgade por los dos métodos; lo
anterior sugiere, que existe un porcentaje bajo de complejo de re-
lajacidén en esta cepa. Estos datos estan en acuerde con las obser-
vaciones de Katz y col. (62), guienes encontraron una disminucién
de el complejo de relajacién de ColEl en cepas deficientes en re-
presién catabdlica. Considerando estas observaciones, se esperaria
que la cepa CAB8306 (pYK007) tuviera un porcentaje bajo de complejo
de relajacidén (ya que los experimentos se hicieron en ausencia de
AMPc), sin embargo el comportamiento de esta cepa difiridé con el
de la cepa CA8445 (pYK007), ya que el numero de copias determina-
do por gradientes de CsCl-EtBr fué igual al de la cepa silvestre
(tabla 4), y existe una diferencia de 1.14 veces con respecto al
numero de copias por hibridizacién (tabla 6):; es posible que esto
se deba a gue los cultivos se crecieron en medio L, el cual pedria
contribuir con cantidades suficientes de AMPc para revertir par-
cialmente el efecto de represion catabdlica sobre el complejo de
relajacidn.



Ademds del porcentaje de complejo de relajacién, otro factor
que podria contribuir con las diferencias que se aprecian en la
cuantificacién del nimero de copias es la presencia del plasmido
criptico (figura 9). Con respecto a éste, se hicieron algunas
observaciones : cuando se sometié a electroforesis en gel de aga-
rosa el DNA de las cepas del juego isogénico silvestre, cyan, crpA
con los plasmidos pYK007 y criptico, no se detecté este ultimo,
observiandose unicamente una banda correspondiente al pYK007 (figu-
ra 2); asimismo, no se visualizé una banda de pldsmido en los gra-
dientes analiticos de CsCl-EtBr al irradiar con luz U.V. el DNA
separado en los gradientes de las cepas CA8000, CA8306 y CAB445
con el plasmido criptico, y, finalmente, el pldsmido extra obser-
vado en gradientes de velocidad de sedimentacidén, tuvo un despla-
zamiento mas lento, comparado con la especie que se asumid corres-
pondia al pYK007. Estos observaciones sugieren que se trata de un
plasmido con un nuimero de copias muy bajo, y que tiene un peso mo-
lecular menor al de pYK007.

Considerando que las cepas del juego CA son HfrH, y que en
una poblacién bacteriana Hfr, la frecuencia de reversidén a un es-
tado F* es muy baja, las observaciones sobre el plasmido criptico,
podrian sefialar gque éste fuese el plasmido F, lo cual seria con=
gruente con encontrar un numero de copias bajo, y un peso molecu-
lar menor al de pYK007 [el P.M. de F es de 63 X 106 dal (59)]:; sin
embargo, es contradictorio que la frecuencia de reversién de Hfr a
Ft, que es de 10-5 (1), es demasidado baja para explicar los nive-
les de deteccidn del pldsmido criptico en los gradientes de velo-
cidad de sedimentacién (figura 8).

Con los datos anteriores, no se puede concluir si el plasmido
criptico es F; lo que parece claro, es que se encuentra en un nu-
mero de copias mas bajo que pYK007, por lo cual es probable gue su
contribucién en la cuantificacién de numero de copias por gradien=-
tes de CsCl-EtBr, sea muy pequefia. En relacidn a la determinacién
de numero de copias por hibridizaciodn, en éstos experimentos se
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demostrd que el porcentaje de hibridizacién cruzada entre el pYK

007 y el plasmido criptico es minima (tabla 5), lo que indica, que
hay muy poca homologia entre estos dos plasmidos, y que el pldsmi-
do criptico no afecta la cuantificacion de pYK007 por este método.

La cuantificacién del porcentaje de un plasmido por el méto-
do de gradientes de CsCl-EtBr, estara sujeta a una subestimacién
siempre que el pldsmido en cuestidén contenga complejos de relaja-
cién, lo cual es una caracteristica descrita para varios pléasmidos
(56), por tanto, puede considerarsele como un método de cuantifi-
cacién pobre, especialmente cuando el fendémeno en estudio implica
diferencias pequefias de numero de copias. Varios investigadores
han empleado este métedo (25,28,127); Cress y Kline (28), obtuvie-
ron un disminucién de dos veces en el numerc de copias del plésmi-
do pcn-24 (derivado de f'lacI, P) con éste método, comparado con
cuantificaciones por hibridizacidén.

Los datos de numeros de copias de pYK007 obtenidos por el mé-
todo de hibridizacidn, son mas precisos que los calculados a par-
tir de gradientes de CsCl-EtBr, debido a que, la conformacién del
plasmido no influye en la eficiencia de dstecciédn, bajo las condi-
ciones de desnaturalizacién empleadas, y porgue se establecié gue
la presencia del plasmido criptico no interfirié con la cuantifi-
cacién (tabla 5).

La eficiencia de hibridizacién en los experimentos de cuanti-
ficacién fué de 60% a 70% (figura 12); ésto podria atribuirse a
varios factores: a que parte del DNA del plasmido en solucién se
reasocia durante la hibridizacién, y/o otra fraccién del plasmido
hibridiza inspecificamente con el DNA cromosdmico (o especifica-
mente si el plasmido pYK007 tiene secuencias IS), o también, a que
se requieren tiempos de hibridizacién mas largos. Se podria obte=-
ner una eficiencia mas alta, inmovilizando el DNA total en los
filtros y empleando una sonda de cadena unica en la soclucién de
hibridizacién, lo que evitaria la reasociacién, y en parte, la
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interferencia del cromosoma. En relacién al uso de pYKOD7 como
sonda, en la hibridizacién, cabe mencionar, que los datos obteni-
dos reflejan el numero de copias de pYK007, pero no indican la
presencia del gene ST en dicho plasmido, ya gque el gene ST repre-
senta el 0.1% del DNA de pYK007. Aplicando una metodologia de hi=-
bridizacién diferente a la empleada en este trabajo, seria posible
cuantificar el nimero de copias de pYK007, utilizando una sonda
especifica contra el gene ST, lo cual permitiria asegurar la pre-
sencia de este gene; ésto tendria relevancia en el caso de las
cepas gue fenotipicamente son ST~ [CA8445 (pYK007) y J54(pYK008)].

En los dos métodos de cuantificacién se emplearon dos cons-
tantes: el peso molecular de pYK007 y el valor de un cromosoma de
E. coli como equivalente genémico. Al término de este trabajo,
Stieglitz y col. (121) reportaron un P.M. de 81.48 Md para pY¥K007
y 78 Md para pYK008, mientras que agqui, se obtuvo un valor de 77.6
Md para ambos pldsmidos (figura 5).

En la determinacién realizada por Stieglitz y col., se cortd
el DNA de pYKO07 con la enzima de restriccidn EcoRl, y los frag-
mentos resultantes se someterion a electroforesis en geles de aga-
rosa, incluyendo controles de P.M. convenientes; se calculd el
P.M. de los fragmentos EcoRl, y de la sumatoria de éstos, se obtu-
vo el P.M. de pYK007. Este enfoque es mas presciso que el descrito
en las figuras 4 y 5, debido a que el empleo de fragmento de P.M.
menores al de pYK007, se disminuye el error de la medicién de la
migracién relativa, ademds de que en los geles de las figuras 2 y
3, no se incluyeron controles internos. Si se considera el P.M.
de pYKO007 igual a 81.48 Md y se recalculan los nimeros de copias
por equivalente genémico, se obtiene una diferencia promedio co-
rrespondiente a -0.0426 copias, por lo tanto, el P.M. de pYKO0O7
determinado en este trabajc, y empleado en el calculo de numeroc de
copias, no afecta significativamente los valores encontrados.



Se asumié que el equivalente gendmico de.E. coli en las con-
diciones de crecimiento empleadas, es de un cromosoma, con un va-
lor de 2.5 x 109 dal. Algunos investigadores (25,28,43,92,129)
gue han reportado determinaciones de mimeros de copias de plasmi-
dos de E.coli, también han asumido un cromcsoma en reposo, es de=-
cir, en estado no replicativo (2.5 x 109 dal) como el equivalente
genémico; en contraste, Tomizawa e Itoh (129%a,117) tomaron el ta-
mafio promedio de un cromosoma de E. coli en estado replicativo,
que es igual a 3.5 x 109 dal [1.4 veces el tamafio del cromosoma en
reposo (24))]. Segun el modelo de Cooper y Helmstetter (24), cul-
tivos de E. coli B/r con tiempos de generacidén de 40 y 35 minutos,
tienen de 1 a 2 cromosomas en forma replicativa; en cultivos con
tiempos de generacidén mayores de 60 minutos, existe un lapso en el
gque el cromosoma estd en reposo y el equivalente gendmico promedio
es un poco mayor a un cromosoma, y a tiempos de generacidén entre
25 y 20 minutos, puede haber de 2 a 4 cromosomas que se replican
activamente. Esta y otras variables influyen en el estado de re-
plicacién de E. coli (24), sin embargo, en ninguno de los trabajos
citados, incluyendo el presente, se reportan los tiempos de gene-
racién de los cultives, observandose condiciones de crecimiento
diversas, en medios ricos o minimos, con lo cual, es probablemente
impreciso el considerar un tamafio promedio de un cromosoma en es-
tado de reposo; una excepcidén es el trabajo de Twigg y Sherrat (
129) quienes determinaron el mimero de copias de ColEl en cultivos
amplificados por varias horas en presencia de cloramfenicol, con
lo cual, el cromosoma estd efectivamente en reposc por el bloqueo
en la sintesis de proteinas. A pesar de que seria adecuado definir
mas cautelosamente las condiciones de crecimiento, si se emplean
cepas crecidas en condiciones iguales, y presentan un comporta-
miento de crecimiento similar, el valor que se asuma para el cro-
mosoma de E. coli sélo afectard los valores absolutos del numero
de copias, pero no tendri una influencia importante en los numerocs
de copias relativos entre las diferentes cepas.
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Hasta acqui se han discutido algunos aspectos que podrian al-
terar los resultados de la cuantificacién del numero de copias de
pYK007, y se ha indicado que pueden contribuir en mayor o menor
grado con la presicidén de los valores determinados. Debe de to-
marse en cuenta, que ninguna de las variables discutidas afectaria
los resultados produciendo diferencias mayores a una copia por e-
quivalente gendémico entre las cepas estudiadas, en condiciones en
donde se observaron diferencias de 100 veces en la actividad de
ST, por lo cual los datos obtenidos descartan claramente la posi-
bilidad de que el fenémeno de represién catabdlica de la actividad
de ST se ejerza a nivel de la replicacién del pYK007, e indican
que las cepas cya+crp+ asi como las cyaﬁ, y crpn poseen de 1-2 co-
pias del plasmido pYK007; este numero de copias era lo esperado
para pYK007 por ser un plasmido autotransferible y de alto peso
molecular, los cuales generalmente se encuentran en bajo nimero de
copias (20).

ii) Efecto de las deleciones en cya y crp sobre la secrecién
de la enterotoxina ST.

Siendo ST una exotoxina, producida intracelularmente y expor-
tada al medio de cultivo, una posibilidad para la explicacién del
efecto de represidén catabdlica de la actividad de ST, es que, en
el proceso de secrecién de la toxina, existe un paso que est4d re-
gulado positivamente por el complejo AMPc-proteina receptora del
AMPc, por lo que, en ausencia de este complejo, que es el caso pa-

A

ra las cepas cyan (en ausencia de AMPc) y cya crpﬂ, la toxina no

se exporta y se acumula en el interior.

Los resultados obtenidos al ensayar actividad de ST en ex-
tractos sonicados de las cepas CA8306 (pYK007) y CA8445 (pYK007),
indican que no hay una acumulacién intracelular de ST activa en
las cepas deficientes en represién catabdlica, al tiempo que en el
sobrenadante, tampoco se detecta actividad toxigénica (tabla 8),
por lo tanto, el hecho de gue las cepas cyaﬁ y t';rp"l observan
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niveles 100 veces mas bajos de actividad toxigénica extracelular
con respecto a la cepa silvestre, no se debe a la secrecidén inefi-
ciente de la toxina activa.

Cuando se generaron extractos sonicados de las cepas CA8000
(pYK007), CAB306 (pYK007), CA8445(pYK007) y J54 (pYK007), y se in-
cubaron a 65°C durante 30 minutos, la actividad de ST determinada
en las muestras reveld un efecto de termoactivacién en las cepas
cya+ crp+ con el pYK007 (CA8000 y J54) (tabla 9); en estas cepas,
los sonicados mantenidos a a 4°C tuvieron muy poca actividad toxi-
génica, en comparacién con los calentados, en los cuales se detec-
té un incremento de 64 veces en los niveles de toxina. En contras-
te, las cepas deficientes en el complejo AMPc-CRP, no mostraron
actividad de ST en los sonicados calentados y en los no tratados
(tabla 9). No se hicieron termoactivaciones en la cepa cyaA en
presencia de AMPc, para observar la reversién del efecto de repre-
sién catabélica en relacidén a la termoactivacidn. Posteriormente
se determinéd que el fendémenoc de termocactivacidén se ubica en el
espacio periplasmico de las cepas cya+ crp+ (R. Fonseca., resul=-
tados de este laboratorio).

En el contexto de la regulacidn de la enterotoxina ST por el
complejo AMPc~CRP, estos hallazgos indican que la ausencia del
complejo mencionado, no resulta en la acumulacidén de una toxina
intracelular, o peripladsmica que se active con el suministro de
calor; en relacién al mecanismo de exportacién de la enterotoxina,
estos resultados, que muestran un efecto de termocactivacidén, tie=-
nen repercusiones mas interesantes, ya que sugieren la existencia
de un precursor inactivo de ST en el periplasma de las cepas cya+
crp+ con el plasmido pYK007, lo cual implica que el procesamiento
que habilita a la toxina el paso del citoplasma al periplasma, no
la activa, y consecuentemente la activacion deberd llevarse a cabo
en algun momento del pasoc a travéz de la membrana externa, cuando
se exporta del periplasma al medio de cultivo. Se podria proponer,
que el efecto de termoactivacioén in wvitro, es andlogo a la acti-



vacién (y procesamiento, si los dos procesos estan vinculados) in
vivo de la enterotoxina ST; a pesar de que con los datos obtenidos
no se ha obtenido ninguna evidencia que sustente esta posibilidad,
el estudio de este efecto, bajo la premisa mencionada, seguramente
generaria datos valiosos en relacién al mecanismo de exportacién
de ST, que hasta ahora se desconoce.

Si bien no se encontré una alteracién en la secrecidén de ST,
debida a la acumulacién de una toxina intracelular activa, o de un
precursor inactivo que exhiba actividad al ser calentado, no se
excluye la posibilidad de que el complejo AMPc-CRP regule otros
pasos en el mecanismo de secrecidén de ST. Los resultados de el
presente trabajo, son compatibles con la hipétesis de que el efec-
to de represién catabdélica de la actividad de ST se debe, a la re-
gulacién de la transcripcién de gene de la enterotoxina por el -
complejo AMPc-CRP; no obstante, no se cbtuvieron evidencias que a-
poyen directamente la hipdétesis mencionada.

Un paso en la secrecidén de ST que pudiese estar sujeto a re-
presién catabélica podria darse a nivel de la enzima responsable
del procesamiento y/o activacién de ST: Silva y col.(109) aislaron
mutantes cromosémicas de E. coli que exhibieron un fenotipo ST~,

y sugirieron que la mutacién probablemente se encontrara en una
enzima que procesa a la toxina; asimismo, en este laboratorio se
tienen datos que permiten suponer la existencia de una enzima res-
ponsable del procesamiento y/o activacién de ST. No se sabe si la
exportacién de ST requiere de otros procesos, como serian un meca-
nismo de modificacidn postraduccional como en el caso de la lipo-
proteina (128), o la participacién de productos codificados por ge
nes que integran una magquinaria de exportacion (84); si fuesen ne-
cesarios para la exportacidn de ST, estos pasos podrian estar re-
gulados por el complejo AMPc-CRP.
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En virtud de que no existe ninguna evidencia experimental que
apoye directamente gue la regulacién de ST por el complejo AMPc-
CRP se lleve a cabo nivel de transcripcién, y de que auin se pueden
contemplar varias alternativas para atribuir el efecto de repre-
sién catabdlica sobre la actividad de la enterotoxina, y cuya exa-
minacién no conduciria a la elucidacidén del papel del complejo
AMPc-CRP en la transcripcién del gene ST, es necesario enfocar los
experimentos futuros hacia la demostracidén directa de la regula-
cidn de la transcripcidn de ST por dicho complejo. Este objetivo
puede lograrse analizando la transcripcién in vivo del gene ST en
la cepa silvestre y las cepas cyaa y crpﬁ, en presencia y ausecia
de AMPc en condiciones en las que el gene ST sea estable [ya que
se ha sugerido que el gene ST en el pYK007 pudiera estar contenido
en un transposdén (110)], y con el empleo de un sistema de trans-
cripcién in vitro, adicionado de AMPc, de la proteina CRP puri-
ficada, y del DNA del gene ST. En ambos casos, tanto en la
transcripeién in vive, come in vitro, se esperaria encontrar una
dependencia de la transcripcidén del gene ST, por la presencia y
accién del complejo AMPc-CRP.
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APENDICE.

optimizacién de condiciones de conteo para 3H, l4C y doble
isétopo.

El conteo por liquido de centelleo, es una técnica sensitiva
y versdtil para la deteccidén y medicién de radicactividad. La fun-
cién de un ligquido de centelleo es, la conversidén de la energia
cinética de las particulas nucleares que atraviezan el medio en
fotones de luz, a la mdxima eficiencia. La luz es registrada por
fotomultiplicadores que generan pulsos eléctricos, cuya sefial es
discriminada por coincidencia y analizada por circuitos electroni-
cos integrados en relacién a su tiempo y amplitud, y finalmente es
registrada y exhibida como cuentas 6 cuentas por unidad de tiempo.

Los liquidos o coctéles de centelleo se componen de un sol-
vente y 1, 2 o 3 solutos. Los solutos, conocidos tambien como cen-
telleadores o fluors, actuan como transductores de luz, convier-
tiendo energia nuclear en fotones de luz.

Durante el proceso de centelleo, el paso de las particulas
nucleares en el liquido de centellec produce cambios fotofisicos y
fotoquimicos. Se pueden distinguir cuatro pasos (95): a) absorcién
de la energia por el solvente, b) formacidén de un estado exitado
del solvente, c) transferencia de la energia del solvente al solu-
to y provocacidén de un estado exitado del scluto y, d) emisidn
fluorescente por el soluto.

La interferencia o competencia con el orden de progresién de
estos eventos, por la presencia de sustancias en la muestra, la
muestra misma o el soporte de esta, etc., afecta adversamente la
emisién de luz producida por el liquido de centelleo, resultando
en un fendémeno de "apagamiento"™ o "quenching". La correcién de
apagamiento o de quencheo, es sinénimo de la determinacién de la
eficiencia de conteo. La eficiencia (E) es definida como la rela-
lacién de la cuentas por minuto observadas (cpm) a las desintegra-
ciones por minuto (dpm), entonces: E = cpm / dpm .

Debido a gque las muestras varian en sus caracteristicas de
quencheo, sus eficiencias deben de ser determinadas individualmen-



te; por esta razdén, se elaboraron curvas de correcclén de quencheo
y se optimizaron las condiciones de conteo, para muestras radiocac-
tivas en papel filtro.

OPTIMIZACION DE LOS CANALES DE 3H Y l4c,

Como paso preliminar para la correccién de quencheo, se hizo
un ajuste de los canales de 3H y l4cC, determinandose el éptimo de
amplitud (ganancia) para 3H y 14C en las muestras en papel. Para
este efecto, se prepararon muestras de DNA marcado con 3H o con
l4c en papel, por duplicado, con el tratamiento de rutina (seccién
no. 7 de materiales y métodos); las muestras de 3H y l4C contuvie-
ron aproximadamente 40,000 cpm y 20,000 cpm, respectivamente, En
esta determinacidén, asi como en todos los experimentos, se usé:
cuadros de aprox. 2 cm? de papel filtro Whatman 3 MM; coctél de
tolueno-PPO, 7 ml por vial; viales de centelleo de vidrio (borosi-
licato); contador Packard Tri-Carb Liquid Scintillation Spectome-
ter modelo 3385.

La muestra de tritio se leyd en el canal indicado, con un
discriminador de ventana de 50-1000 (abierta), y la amplificacién
se modificd en cada lectura tomando valores de 10 % a 100 %, a in-
tervalos de 10 %. Con los datos obtenidos, se graficé cpm v.s. el
logaritmo de 1 / % de amplificacidn; se determiné la altura maxi-
ma del pico, gue fué de 55 % a 75 %. Se repitié el mismo procedi-
miento, pero ahora la amplitud se varié en incrementos de 5 %, de
50 ¥ al 90 % de amplificacidn; el punto maximo promedio de las
curvas de amplificacién tuvo un valor de 60 %.

De la misma manera se hizo el ajuste de canal para l4c, pri-
mero con amplificaciones de 7 $ a 13 % a intervalos de 1 %, y des-
pues en el mismo rango de amplificacién con incrementos de 0.5 §%.
En este caso, el maximo de amplificacién se obtuvo a 11.5 %.

CORRECCION DE QUENCHEO POR EL METODO DE RELACION DE CANALES.

El método de relacién de canales se basa en un cambio descen-
dente en el espectro de altura del pulso de un radioisétopo, en la
presencia de un "quencher" o elemento apagador. El pico del espec-
tro de altura del pulso, va cambiando hacia el lado de baja ener-
gia del espectro, a medida gue se aumenta el guencheo en el siste-
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ma; si un canal es usado para monitorear la porcidén baja del es-
pectro y otro canal registra el lado de alta energia del espectro,
¥y, se hace una relacién entre estos dos canales cubriendo todo el
espectro, se pueden cbtener curvas de calibracién, relacionando la
eficiencia de conteo con la relacién de canales. Este método fué
fué introducido por Baille (5) y ha sido modificado por diversos
investigadores. El procedimiento que aqui se sigué, es una modifi-
cacién del método de Baille editada por Packard (14). El1 proce-~
dimiento implica:

1) Seleccionar dos canales para contar porciones diferentes y a-
diacentes del espectro de altura del pulso (canal de conteoc y ca-
nal de monitoreo).

2) Conteo de un juego standard con diferentes gquencheos y eficien-
cias de conteo conocidas para obtener la relacidn de canales.

3) Graficar la relacidén de canales contra la eficiencia de conteo
para obtener las curvas de correlacidn.

4) Determinar la eficiencia de la muestra problema contando en las
condiciones de la curva apropiada; con el valor de la relacién de
canales. encontrar la eficiciencia con la curva.

1.- Correccién de quencheo para muestras de 14C en papel.

El procedimiento se describe a continuacién:
1.1) Se empled un juego de viales standard de 14C con una activi-
dad especifica de 1 x 105 dpm (en la fecha de fabricacién), con
los siguientes gquencheos:

vial 1 = 0.0 vial 4 = 0.4 vial 7 = 0.9
vial 2 = 0.2 vial 5 = 0.7
vial 3 = 0.3 vial 6 = 0.8

1.2) Se seleccionaron los siguientes parametros:
a) Canal de monitoreo (monitoreo de guencheo):
Amplificacién = 11.5 § Ventana = ( X - 1000 )
b) Canal de conteo (eficiencia de conteo):
Amplificacién = 11.5 % Ventana = ( 50 - 1000 )
c) Relacidén de canales:
canal de monitoreo ( x - 1000 )
canal de conteo ( 50 - 1000 )
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el limite del canal de monitoreo fué tomando diferentes valores
de X @

Xy = 500 X4 = 200 X7 = 100
X, = 400 X5 = 120 Xg = 90
X3 = 300 Xg = 110 Xg = 80

1.3) Fijadas las condiciones en los canales, se contdé todo el jue-
go standard para cada valor de X, 1 minuto por vial.

1.4) La familia de curvas de quencheo que se muestra en la figura
14 se obtuvo, calculando el porcentaje de la eficiencia de conteo
para cada vial contado en el canal 50 - 1000 (canal de conteo), y
graficando contra la relacién de canales gue observé el vial. En
la grafica se aprecia que se obtuvo una recta cuando el limite in-
ferior de la ventana de monitoreo toma un valor de 110; estd rec-
ta fué considerada como la curva de calibracién.

1.5) Las muestras problema de 14C en papel fueron contadas con las
condiciones de la curva de calibracidén (110-1000) / (50-1000), y
con la relacién de canales que se cbtuvo, se encontrd el valor co-
rrespondiente en la ordenada. La eficiencia de conteo fué de 78 %.

2.- Correccidn de gquencheoc para muestras de 3H en papel .

Se realizd como el experimento anterior, con las siquientes
diferencias:
2.1) El juego viales standard de 3H, contenia 1 x 106 dpm con va-
lores de gquencheo:

vial 1 = 0.0 vial 4 = 0.4 vial 7 = 0.8
vial 2 = 0.1 vial 5 = 0.6
vial 3 = 0.3 vial 6 = 0.7

2.2) a) canal de conteo:
Amplificacién = 60 % Ventana = ( 50 - 1000 )
b) Canal de monitoreo:
Amplificacién = 60 % Ventana = ( X = 1000 )
c) Canal de monitoreo:
Amplificacidén = 60 % Ventana = ( 50 - X )

d) Relacién de canales:
( X - 1000 )

( 50 = X ) en donde, X =
X; = 250 Xg4 = 90 X7 = 60 X109 = 55
X5 = 150 X5 = 80 Xg = 65

X3 = 100 Xg = 70 Xg = 59



FIGURA 14. Familia de curvas de correccién de quencheo para
lic,

Las curvas fueron trazadas con los datos obteni-
dos del conteo de un juego standard de 14¢C, con eficiencias
de conteo conocidas y diferentes quencheos, aplicando el mé-
todo de relacién de canales como lo indica el texto.

La curva obtenida cuando el limite inferior de la
ventana de monitoreo tomé un valor de 110, fué la curva de
calibracién considerada. La flecha sobre esta curva, indica
la posicién de la muestra problema, al interpolar su valor
de relacién de canales, con el, cual se obtuve la eficiencia
de conteoc para la muestra.
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2.3) De la familia de curvas de la figura 15, se tomé como la cur-
va de calibracién, la que fué mas recta, es decir la obtenida
cuando X = 70.
2.4) La eficiencia obtenida para las muestras de 3H en papel fil~-
tro con la curva de calibracién anterior, fué de 32 %.

3.- E1 cédlculo de la actividad real o dpm reales de los
juegos standard usades se obtuvo mediante la siguiente expresidn:

A=2Aoc e -0.693 t / T1/2 | donde;

A = actividad especifica de la muestra, despues de un tiempo

transcurrido.
Ao = actividad de la muestra al tiempo original
e = base de los logaritmos naturales
t = tiempo transcurrido
Tl/2 = vida media del isétopo

La actividad real para el juego de 3H fue de 735,200 dpm, ¥
para el juego de 1l4c se obtuvo, 99,931 dpm

Por iultimo se calculé la eficiencia del aparato con la expre-
sidén E = cpm / dpm; tomando las dpm reales de los juegos arriba
determinados y contando el vial con 0.0 de gquencheo en toda la
ventana con la amplificacién apropiada de donde se obtienen las
cpm.,

DETERMINACION DE CONDICIONES DE CONTEO SIMULTANEO PARA JH
y ldc.

Cuando se cuentan simultaneamente 3H y l4C en toda la ventana
se observa que tienen un espectro de energia diferente, sin embar-
go existe una zona en donde ambos espectros se sobreponen; en con-
secuencia parte de las cuentas de 3H, se registran en el canal de
l4c, y viceversa. Para poder discriminar el paso de cuentas de un
canal hacia otro, las ventanas de cada canal pueden ajustarse, de
manera gque se establezca un paso controlado, Yy en base a éste, se
pueden asignar de manera fiable las cuentas correspondientes a ca-
da isétopo. También se tomd en consideracidn, que al cerrar las
ventanas para regular el paso de un canal al otro, la eficiencia
de conteo disminuye, por lo cual se determind el factor de correc-
cién para las ambos isdtopos.



FIGURA 15. Familia de curvas de correccién de quencheo para
3H.

Las curvas fueron trazadas con los datos obteni-
dos del conteo de un juego standard de 3H, con eficiencias
de conteo conocidas y diferentes quencheos, aplicando el mé-
todo de relacidén de canales como lo indica el texto.

La curva de calibracidén considerada, fué la obte-
nida cuando el limite variable del canal de monitoreoc tomd
un valor de 70. En éstas condiciones se determind la rela-
cién de canales para la muestra problema y se interpolé en
la curva de calibracién (sefalada con la flecha), cbtenien-
dose la eficiencia de conteo para dicha muestra.



(o))
o

£
o

Eﬁcienda_(so-1ooo)(%)'
N
=

250150 100 90 80 7065 60

/ /?? 77
I /// _// %

// e / /.
i

5,
/ 55) .

10 15 " b0 100 150 200

Relacidn de canales (x-1000/50-x)

201



103

Empleando las mismas muestras de DNA marcado con JH o 1l4¢C en
papel filtro, las condiciones para conteo simultdneo se estable-
cieron como sique: Se fijaron las condiciones éptimas para conteo
de 3H en éste canal (60 %, 50-1000), y las de 1l4C en el canal co-
rrespondiente (11.5 %, 50-1000). Las muestras de 3H se empezaron a
contar en el canal de tritio, y se registrdé el paso al canal de
l4c, se fué disminuyendo el limite superior del canal de 3H, en
intervalos de 100, y simultadneamente, se fué cerrando la ventana
de l4c variando el limite inferior en intervalos de 20; a cada mo-
vimiento se registré el paso de cuentas del canal de 3H al de léc,
y se encontré el valor del limite superior del canal de 3H, tal,
que sdélamente pasaban el 0.1% de las cuentas de 3H al canal de
l4c, con las aperturas de ventana encontradas previamente, se ini-
cié el contec de las muestras de 14C, se registré el paso de cuen-
tas al canal de 3H, y cerrando el limite inferior de la ventana de
l4c, se encontrd un paso de 10% de las cuentas del canal de léc al
de 3H; Una vez encontrados los limites de ventana para el paso de-
seado de los dos isdétopos, se revisaron y se hicieron los ajustes
necesarios. Por ultimo, se contaron las muestras de 3H y l4C con
las condiciones de paso definidas y en las condiciones éptimas de-
terminadas para cada isdétopo, y con los datos obtenidos se calculé
el factor de correccidén para compensar la pérdida de cuentas de
las muestras y corregir los valores para la eficiencia déptima de
conteo. Las condiciones establecidas para el conteo simultaneo de
3H y l4¢, fueron:

AMPLIFI- FACTOR DE
CACION VENTANAS PASO CORRECCION EFICIENCIA
31 60.0 % 50 - 272 a 14C = 0.1 % 1.8461 32 %

l4¢ 11.5 % 221 - 1000 a 3H = 10.0 § 1.5172 78 %
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