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"RES UMEN

Las bacterias pueden contener secuencias de DNA capaces de in-
sertarse o transponer en diferentes regiones del material gendtico.
Estas secuencias o elementos genéticos méviles (EGM), inducen alte-
racliones en la expresién de genes asi como rearreglos moleculares en
el genoma bacteriano. Unc de los EGM ampliamente estudiado es la se-
cuencia ﬂe‘insercién 1 (151), que frecuentemente se localiza en plé&s
midos. Esta secuencia se encuentra de manera repetida en el cromoso-

ma de varios géneros bacterianos (Escherichia, Shigelila, Klebsiella,

etc.) pero estid ausente en otros (Salmonella, Proteus, etc.).

La presencia de esta secuencia ecn el cromosoma de las bacterias,
puede influir en la regulacibén de ella misma o de otras secuencias ISl
que‘penetran en la célula, debido a ia posible produccibtn de factores
difusibles gue actGen induciendo o repgimiendo genes.

El objetivo principal de este trabajo fué determinar la frecuen-
cia de transposicién y de recombinacitn de la ISl en enterobacterias,

gue tienen un nimero de copias diferentes de esta secuencia en el cro

mosoma: Escherichia, Shigella y Salmonella.

Primero se estudid si las cepas de Shigella y Salmonella aisladas

en México, contienen un ntmerce de copias de ISl similares al reportado
en otros paises. También se precisd su localizacién, para determinar
adecuadamente tanto el nGmero de copias como la frecuencia de transpo
sicib6n, ya que para esto se requiere gue la secuencia no se encuentre
en plismidos.

 Las Shigellas estudiadas contienen mﬁs de cuarenta copias én al
cromosoma, mientras gue sSlo una de las Salmonellas contiene ISl en

el cromosoma (B copias).



En todas las Shigellas la ISl se localizé principalmente en
el cromosoma, s6lo una cepa la present6 en plasmidos pequefios y
tres en plasmidos grandes, a pesar de que todas las cepas estu-
diadas contienen varios pldsmidos pequefios.

. En una cepa de Shigella, se trataron de eliminar estos pl&s-
midos para cuantificar de manera mds precisa la frecuencia de trans
posicidn de la ISl. Esto no fue posible, debido a que los plésmi-
dos pequehos de Shigella no se eliminaron con los métodos utiliza-
dos para plismidos tipo ColEl de E. coli. Ademds, estos plasmidos,
a pesar de tener secuencias hom@dlogas con ColEl, son compatibles
con este plidsmido y no reguieren de la DNA polimerasa I para su re-—-
plicacidn.

La frecuencia de transposicién y de recombinacifn de la IS1
se estudiaron en cepas cuyo nlmero de copias en cromosoma era el

siguiente: E. coli 8, Shigella 56 y Salmonella 0.

En B. coli y en Shigella, las dos ISl del pldsmido R100 recom
binarcn a baja frecuencia, mientras gue en Salmonella (sin ISl o
con 8 copias), recombinaron a una frecuencia mis alta. Esto sugiere
que la frecuencia de recombinacifn de estas ISl no se modifica por
la presencia o ausencia de IS1 en el cromosoma, sino gue depende de
factores propios de la c&lula huésped.

La frecuencia de transposici&n simple, inversa v la formacidn
de cointegrados, fue mayor en Salmonella, despu€s en Shigella y
por Gltimo en E. coli. Este resultado sugiere que las ISl del cro-
mosoma, xeprimen la frecuencia de transposicién de otras ISl. Las

diferencias de represién entre Shigella y E. coli pueden deberse a

la presencia de iso~secuencias de insercidn en ambas bacterias que

presentan una ac¢tividad diferente.



INTRODUCCTION

' _Lésféﬁteféﬁéﬁﬁérias:dbnstituyen una familia de bacilos gramne-
gativbs-anéces de_dﬁecer en condiciones aercbhias y anaerobias. ILa
:mayo:ia de estas bacterias, se encuentran en el intestino del hom-
bfé y de otros animales formando parte de la flora normal. Algunos
génercs son patSgenos y producen diarreas, gastroenteritis, fiebre
entérica y otras enfermadades gastrointestinales. Las enterobacterias
estin relacionadas estrechamente entre si en cuanto a su morfologia,
estructura, bioguimica y configuracién antigénica.

Dentro de esta familia se encuentran tres géneros importantes:

Escherichia, Salmonella y Shigella. En el género Escherichia las bac

terias son pattgenas s6lo en ciertas circunstancias. Dentro de este

génerc estd Escherichia coli, Que es el mas importante modelo bacte-

riano estudiado.

Los bacilos del grupo Salmonella son todos patfgenos en mayor o
menor grado; son pardsitos obligados y constituyen un grupo formado
de varias especies relativamente homggéneas. El género Shigella tiene
relacién incierta con los otros bacilos intestinales, aungque se le

considera muy similar a EScherichia coli (18).

se ha detectado poca homologia genética (40—50%) entre los cro-

mosomas de E. coli v Salmonella, mientras gue los experimentos de hi

bridizacién E. coli-Shigella, revelan ¢gue los cromosomas de las dos

especgies muestran un considerable grado de homologia (80-20%); sin

enmbarge, esta homologia es gruesa y no se extiende a nivel de genes

inices (17,57,86,99).

Hay una buena evidencia genfitica de gque los géneros Escherichia,

Salmopnella y Shigella estin filogenfticamente relacionados (18).

Lacs cnterobacterias exhiben una variedad genética considerable,
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debido a su estrecha asociaci6n fisica y ecolégica en su habitat na-
tural. Las condiciones de la ecologia bacteriana, pueden promover el
intercambio de informaci®n genética, lo cual puede explicar las reac
ciones fisioclégicas comunes, constituyentes antigénicos compartidos

y la resistencia multiple a medicamentos. Esto Gltimo es de importan-
cia ya que auncque se han encontrado bacterias entéricas con resisten-
cia a medicamentos en dreas geogrificas en las gue el antibiético no
se ha usado previamente, la frecuencia de cepas resistentes a medica-
mentos aumenta notoriamente en donde =se utilizan los antibiéticos en
forma extensa para tratamiento o profilaxis (53).

Esto constituye un gran problema de salud piblica, debido a que
no se pueden controlar de manera adecuada los procesos infecciosos si
no se conoce el patrén de resistencia a antibidticos de las bacterias
a-tratar, ya que muchas veces el antibibStico més utilizado es el me-
nos efectivo.

A partir de 1955 (77) en M&xico se han detectado cepas de Shige-

lla flexneri resistentes a cloramfenicol (Cm), tetraciclina (Tc) y

estreptomicina (Sm). Su frecuencia ha aumentade con los afios. Con la
introduceifin de antibiéticos como ampicilina (Ap), aminoglicosidos y
cefalosporinas, han aparecido tambi&n cepas resistentes a ellos.

En ahiicos recientes, un estudio realizado en la Cd. de Mé&xico (55),
mostré que de las cepas de Salmonella analizadas, el 20.5% portaba re-’
sistencia a 8 6 més antibidticos, mientras gue las cepas de Shigella
presentaron resistencia a no méis de 7 antibidticos y en E. coli ente-

rotoxigénica se detectaron hasta 11 resistencias, De las Salmonellas,

@l 30% fue resistente a Ap, carbenicilina (Cb) y kanamicina (Km). En
las Shigellas el 56.5% de las cepas fue resistente a Cm, Sm y sulfona
midas (Su). Esto indica diferentes patrones evolutivos, en cuanto a la

adguisicitn de resistencia a drogas, cntre estos dos gtneros.



La adgquisicitn de resistencia a drogas asi como la variacién ge
nética, se realiza mediante la mutacién y el intercambio de genes.

Las bacterias disponen de tres mecanismos principales para in-
tercambiar su informacién genética: conjugacién que reguiere contacto
celular; transduccitn mediada porx fagos y la transformacidén en la
cual fragmentos de DMNA liberados en la lisis de una c¢€lula penetran
en otra.

Estos procesos implican la participacién de elementos genéticos
extracromostmicos como son los fagos v los plédsmidos.

Los fagos median la transferencia de genes por el proceso de
transduccifn., En este evento, el fago encapsula DNA del cromosoma ©
plismidos de la célula infectada y lo lleva a las nuevas células que
infecta. El proceso puede ser transduccifdn especializada, donde s8lo
diertos genes donadores son transmitidos, o transduccién generalizada,
donde cualguier segmento puede ser transmitido por ei fago.

Los pldsmidos son molé&culas de DNA circular cerrado gque se re-

plican auté&nomamente, Su tamafic varia desde airededor;de 1.5 Kiloba-
ses (Kb) o sea 1 Megadalton (Mdal), para ciertos pldsmidos criptices,
lo cual es suficiente informacitn para codificar una o dos protefnas;
hasta 150 Kb en plasmidos tipo F', lo que equivale al 2% del cromoso-
ma de E., coli (71),

En la naturaleza se presentan dos tipos de pldsmidos: unos con
replicacién "relajada™ o de alto nimerc de copias (tipo Col) y otros
con replicacidén "restringida" o de bajo ntmero de copias (tipo F y R)
(70) .

Los pldsmidos con alto nGmero de copias son también conocidos co
mo plismidos peguerios o no conjugativos, ya gue no pueden llevar a ca
bo este proceso; tienen un pesc molecular (P.M,) de 1,5 a 10 Mdal y

por lo gencral existen de 10 a 30 6 mds moldculas del pldsmido poxr



cromosoma del huésped (30, 70),

| Los pldsmidos de bﬁjo ndmero de copias, o plidsmidos grandes, fre
cuentemente son conjugativos y se encuentran de una o dos copias por
genoma del huésped (4,70}, Estos pldsmidos tienen de 40 a 80 Mdal o
mis y son capaces de promover la transferencia conjugativa de ellos
mismos, de pldsmidos no conjugativos y del cromosoma del huésped por
un proeceso llamado conduccidn.

A pesar de que .los plismides pequefios no son conjugativos, estos
pueden pasar de una célula a otra por el proceso de movilizacibn o
conduccién. Para que este evento se lleve a cabo, se requiere la pre-
sencia de un plédsmido conjugativo (F & R), cuyo opert6n tra codifica
para los pili especificos de la conjugacién. El plismido no conjuga-
tivo débe contener dos secuencias esenciales para su transferencia:
un sitio en cis y una regisp que codifica productos en trans (93). EL
sitio en gig 1lémado bom, es la secuencia que es reconocida por los
productos en trans para empezar la transferencia. Algunos plésmidos
no presentan estos genes vy no pueden ser movilizados aungue esté pre-
sente el pili de conjugacion, !

Para su replicacidn, los plasmidos no conjugativos regquieren de
la DNA polimerasa I, mientras gue los conjugativeos, igual que el cro-
nosoma, requieren de la DNA polimerasa IIT (53),
| La propiedad de incompatibilidad también ha servide para clasifi-
car a los plismidos. Dos pl&asmidos pertenecen a un mismo grupo de in-
compatibilidad si no pueden coexistir establemente en la ¢élula hués-
ped. Después de varias generaciones, las células en la poblacidn con-
tienen uno u otro de los plésmidos, pero no los dos, En los pl&émidos
granﬁes, esto puede deberse a la competencia por receptores de membra-

na para su segregacifén adecuada {68), mientras que en los no conjugati
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vos el factor limitante aparentemente es un repéesor de la reﬁlicacién
(RNA I); la afinidad de este por las regiones reguladoras de replica-
cibn de los piésmidos determina cual se replica mis eficientemente y
por tanto cual predominari en la poblaciébn (34). Si se tienen pl&asmi-
dos con genes de replicacidn similares se observard incompatibilidad,
si son diferentes,los plasmidos podrén convivir establemente.

Los plasmidos en ccasiones pueden eliminarse de las bacterias por
el proceso llamado curacidn. Para eéto se utilizan sustancias guimicas
o antibiéticos que interfieren con la replicacitn del plismido. Entre
las sustancias mis utilizadas se encuentran: bromurc de etidic y naran
ja de acridina, gue se intercalan en el DNA (5,14} ; rifampicina, que
inhibe la transcripciétn del RNA iniciador de la replicacién (6); novo-
biocina, gue inactiva a la girasa (98) y trimetoprima, que selecciona
positivamente a células con mutaciones en el gene de la DNA polimerasa
I (pelnr), la trimetoprima unicamente cura plédsmidos que requieren a
esta enzima (65).

Los pléismidos confieren ventaja a la cé€lula huésped debido a que
portan genes gue auhgue no son esenciales, favorecen ciertos procescos
como: resistencia a antibitticos, metales pesados, luz ultravioleta,
fagos especificeos y al suero; producciétn de hacteriocinas, toxinas,
factores gue aumentan la virulencia, hemolisinas y antigenos de superx
ficie (28,69). Algunos plédsmidos también llevan genes para el mecanis
mo de modificacibn-restricciébn (9).

Esto Gltimo es de importancia para el intercambio genético debi-
do a qgue el mecanismo de modificacifn-restriccién es un proceso por me
dio del cual las células reconocen y degradan DNA "extrafio" gue penetra
en su interior. El mecanismo comprende dos protefinas diferentes. Una de
ellas ©s una endonucleasa de restriccidn que corta al DNA no meodificado

(extrafio) y la otra es una metilasa que modifica esa secuencia especi-



fica del DNA metilandelo, en forma tal que ya no es reconocida como
‘sustrato por la enzima de restriccién correspondiente {2}19). La de-
grédacién del DNA no metilado es complementada por la accibn de las
exonucleasgas presentes en el medio.

Ademds del sistema de modificaci&n-restriccifn, existen otras 1i
mitantes a la transferencia genética entre las bacterias.
| Los plasmidos se transfieren como mol&culas replicativas, inde-
pendientes del cromosoma, finicanente entre bacterias gue pueden for-
mar pares conjugativos y gue son ademés capaces de replicarlas eficien
temente. La mayoria de los plésmidos se transfieren tnicamente entre
géneros ¥y especies de bacterias muy similares; sin embargo, algunos
plﬁsmidos denominados promiscuos lo hacen incluso entre bacterias di-
ferentes. A la fecha afin no se ha demostrado la transferencia de plas
midos entre bacterias gramnegativas y grampositivas.

Los fagos y los plésmidos integradcs, transfieren genes cromoso-
males de una bacteria a otra cuandb &stas no son muy diferentes. ade-
m&s, se requiere de gran homologia entre el DNA transferido y el DNa
receptor para gque el primero se integre por recombinacitn al cromosc-~
ma receptor.

El intercambio genético entre moléculas no homSlogas de DNA puede
‘relizarse a través de los elementos genéticos mbviles (EGH).

Los EGM pueden definirse como entidades genéticas gue son capaces
de insertarse en sitios nuevos scobre el mismo replicdn gue los porta
o sobre otros replicones, generalmente sin perderse del lugar original,
Este proceso, conocido como transposicifn o recombinacién ilegitima
es independiente de las vias de recombinacifn dependientes de homolo-
gfa (20, 31, 54, 62).

Los EGM pueden dividirse en:

a) Secuencias de Insercifn (IS).



b) Transposones simples (Tn; familia Tn3).
c) Transposones compuestos (Tn),
- d) Bacteribfagos que transponen.

. .'Las IS son segmentos generalmente mencres de 2 Kb, presentan ge
nes que estéin relacionados Gnicamente con la funcidn de insercién.
. Pueden encontrarse como componentes individuales en el cromosoma bac
teriano. Los Tn son mayores de 2 Kb y contienen genes adicionales no
relacionados con la funcién de insercifn, como genes de resistencia a
antibibdticos, produccién de toxinas, utilizacién de lactosa, etc. Los
Tn compuestos, al igual gque los Tn simples, contienen genes adjciona-
les no relacionados con la funcifin de insercibn, también pueden lle-
var ffagmentcs de cromosoma o de pliasmidos, pero estos genes o segmen
tos estédn flanqueados por IS, por lo gue su tamano es mucho mayor de
2 Kb, encontrindose Tn de hasta 40 Kb. Dentro de los bacteri&fagos
dque transponen se conoce a Mu cuyo cicle de vida reguiere de su inser
cibén en el cromosoma, por un mecahismo de transposicién (20,31,48,54,
62,89).

Todos los EGHM tienen varias caracteristicas en comfin: a) en sus
extremos tienen secuencias invertidas repetidas (IR) de 10-40 pares
de bases (pb); b) las IR flanguean una regifn central que contiene se
cuencias con fases de lectura abiertas que codifican funciones de
transposiciln; ¢} la insercidn en su sitioc blanco induce una duplica-
ciébn de 3 a 12 pb del DNA blanco, gue queda flangueando al transposén
como secuencias repetidas directas (20,31,54).

Los EGM promueven rearreglos en los replicones gue los contienen,
estos rearreglos pueden ser intermcleculares, intramoleculares o rea-
rreglos gue implican a ambos. Dentrce de los primeros se tiene la trans
posicién y la formacibn de cointegrados (fusién de replicones), en los

segundos se encuentra la transposicifbn, la inversi6n y la delecidn; en
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el dltimo caso tenemos las inserciones adyacentes y la transposicién
inversa. También pueden producir: mutaciones por insercién dentro de
un éene - @ por activacifn o inactivacién de genes vecinos; integra-
cidn de plésmidos tipo F, R o fagos en el cromosoma, cuando estos por
tan un EGM; diversos tipos de excisién (p8rdida del EGM) y rearreglos
que involucran segmentos largos de DNA como son la duplicacibn en tan
‘dem, la amplificacifn y deleciocnes e inversiones (20,31, 48,54,62,87,
89,96]).

La transposicibn inveolucra los siguientes pasos: (1) reconocimien
to del sitio blanco; (2) rompimiento preciso del DNA eﬁ los extremos
del EGM ¥ en sitio "blanco"; (3) unitn al sitio "blanco"; (4) replica
cidtn del EGM; (5) duplicaciSn de unas pocas pb de la secuencia "blan-
co" y (6) rescolucitn de intermediarios si es que los presenta. Las
rroteinas involucradas en el procesc son las transposasas y en ocasio
nes las proteinas de rescolucitn llamadas resolvasas f8,35).

Actualmente se proponen tres mpdelos para explicar este fenGmeno.
El primero y més simple es el de la transposicién conservativa, el
cual fue desarrcllado en base al Tn5, ‘donde no se cbserva duplicacidén
del EGM. El segundo modelo es el replicativo, que fue desarrolladeo en
base al Tn3, donde el elemento sufre una duplicacién al feormar cointe
grados. El tercer modelo es el del circulo rodante, y se basa en la
premisa de que todas las transposiciones son replicativas. Este medelo
se desarrolld en base a los resultados cbtenidos con la ISl y Mu (8).

ISin embargo, ninguno de estos modelos explica satisfactoriamente
algunos de los aspectos de la transposicién,

. En realidad, se conoce poco de los factorxes que influycn tanto
en la regulacidn, como en el proceso de transposicidn. Algunos facto
res pueden gser codificados por los EGM, otros por el cromosoma o por

plismidos o pueden ser factorces fisiolSgicos tales como temperatura,
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condiciones de crecimiento y estado de las <cé&lulas. Estos factores
también pueden ejercer cierta influencia en el nGmero de copias, ac-
tividad especicifica y la diversidad de hu&spedes de los EGM.

Estos elementos mbviles, tienen mGltiples papeles en alterxaciones
genéticas: pueden generar nuevas sefiales reguladorés Y nuevos genes
por una variedad de mecanismos difereﬁtes como son la fusidn de genes,
la amplificacidn, la fusién de operones, la generacidn y decaimiento
de transposones, la fusiftn de replicones y la segregaciétn de replico-
nes (20,31,48,54,62,89,96).

A largo nlazo, pueden mediar la movilizacibtn de cualguier gene
por transfeiencia horizontal, es decir, mediante la asociacifin de ge-
nes funcionales con pléasmidos que facilitan la distribucién horizon-
tal de los genes bacterianos a. organismos relacionados o distantes.
Esto produce que los microorganismos cobtengan ventaja selectiva para
su adaptaciftn a condiciones del medio ambiente, cuando contienen los
EGM (21,92},

Se puede decir gue los EGM son agentes bésicos de importancia
primaria, para la variabilidad genética a nivel individual y de po-
blacién, a través de rearreglos que actlan vertical y horizontalmen
te cambiando genes, lo cual puede representar uno de les principales
recurses para la evolucidn.

Por este motive es de gran importancia conocei de manera mis
precisa los mecanismos moleculares involucrados en los procesos de
transposiciftn, regulacifbn y diseminacién de los EGM en los diferen-
tes microorganismos.

Debido a esto, se decidi® estudiar una de las I8 de la cual se

tiene mfs informacidn por su importancia genética y sencillez de es

tudio: la sccuencia de insercisn IS1.
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ANTECEDIERNTES

.La_isk es el elemento de insercibn m&s pequefic conocido, tiene
una iongitud de 768 pb, contiene en sus extremos secuencias repetidas
de 35 pb con una homologia imperfecta (Fig. 2). La IS1 ha sido secuen
ciada en su totalidad, por lo que se cuenta con un mapa de restriccidn
adecuado (51,76). ’

La IS1, a diferencia de la mayoria de las IS5, no presenta un mar
co de lectura largo, por lo dque no puede codificar para un polipépti-
do grande, sin embargc, posee cinco marceos de lectura para proteinas
pequefias (27,37). Para caracterizar los productos de ISl, se <clonaron
por separado varios fragmentos de DNA, gue contenfian diferentes fases
de lectura, en un plésmido y se analizf la expresién de estos fragmen
tos en minicélulas. Unicamente uno de los fragmentos exXpresf una pro-
teina (Ins A), gue tiene un P.M., de 10.6 Kd (27). Ins A tiene una gran
homologia con una regifn de las prbteinas cIl y cro del fagc‘)~y de la
proteina CAP, qua son proteinas involucradas en el reconocimiento de
secuencias especificas de DNA (27). Ins A es una proteina muy bAsica,
caracteristica de muchas proteinas que se unen a DNA.

No se han detectado senales de terminacién de la transcripcidn
dentro de la IS1l, pero hay codones de terminacifn de la traduccién en
las tres posibles fases de lectura, dentrxo de las primexas 27 pb de
sus extremos {27,60).

La ISl se ha detectado en el cromosoma de varias bacterias, prin

cipalmente en la familia Enterobacteriacea (16,43,72,75,84}) .

Las cepas de E. coli y Shigeclla son las que contienen el mayor

nimerec de ISl., Las cepas de E. coli K12 presentan alrededor de 8 copias,

sin embargo las cepas de E. coli aisladas de diferentes huéspedes Yy en

diferentes regiones, presentan de 4 a 10 copias (16,43,72,66). Del gé-
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nereo Shigella unicamente se ha. analizado una cepa de cada especie: dy-

senteriae, sonnei, flexneri y boydii (72,75). Todas, con excepcidn de

Sh. boydii gue tiene 2 copias, presentaron mis de 30 copias; sin em-
bargo, la metodologia que se utilizd no permite una cuantificacidn

exacta.

En el casc del género Salmonella, las cepas de S. typhimurium
que se han estudiado no presentan ISl en el cromosoma (72); sin em—

bargo, hay un reporte donde una cepa de S. typhimurium al menos tie-

ne una copia (66). En este caso no se datermind si la IS)1 se encuen-
tra en el cromosoma o en un plismido.

La distribuci6n de la secuencia ISl en las diferentes bacterias
no correlaciona con la relacidn taxonénica o filogenética de estas

bacterias, yva que cepas como S. typhimurium, Citrobacter freundii y

Edwardsiella tarda no contienen ISl y estdn mids relacionadas a E.coli

o Shigella, gue otras cepas que si presentan ISl como son Klebsiella

aerogenes o Serratia marcenscens (16,43,66,72,75,84),

Esto hace pensar que la transferencia lateral de la ISl de una
cepa bacteriana a otra, ocurre despuésfde gue estas bacterias han di-
vergido filogenéticamente, o gue su capacidad de transposicién no es
suficiente para llevar la gsecuencia a través de un amplio rango de
especies bacterianas, o que en algunas cepas las ISl transponen poco
o son inestables.

El gue &sta secuencia se est& rearreglandc constantemente en el
Cromosoma queda de manifiesto al encontrarse las llamadas isosecuen-

cias de insercibén en Sh. dysenteriae (75), esto es, tipos de ISl que

tienen algunos cambios en su secuencia de nuclebtidos. La comparacién
se hace tomando como base la ISl presente en E. coli K12, ahora lla-

mada IS1 K. En la sh. dysenteriae se ha encontrado la IS1 R que tie-

ne 7 pb cambiadas y la ISl D gue presenta 10 pb diferentes con res-
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pecto a IS1 R.
Reciéntemente se’ han encontrade otras dos iso-1IS]l, la IS1 F en

Sh. flexneri y:lé_iSEJT,'qﬁe est8d insertada en el gene lacZ de una

'_cepa.defﬂ;'cbiifiﬁp,jS}?lf_

_~Po;réffo‘1ado,'él elevadec ntmero de copias de ISl en ciertas bac
fetias; en especial del género Shigella, aumenta la probabilidad de
.que'ée efectuen rearreglos genéticos y de gue se generen nuevaos trans
posones, ya gue se sabe gque si dos secuencias ISl se encuentran rela-
tivamente cerc¢a, el DNA flanqueado por ellas se convierte en transpo-
s6n (transposén compuesto}l (46). En estas bacterias, es posible tam—
hién la generacién de transposones a partir de plidsmidos. Si el pléas

mido coﬁtiene genes de resistencia, existe la posibilidad de que se
conviertan en transposones compuestos, si dos ISl transponen a partir
del cromosoma ¥y guedan flanqueanao sus extremos.

La ISl se encuentra tambifn en algunos fagos como el Pl y en plis
midos como el R1, R6, R1l-16, Rl—lgry R100 (44). Estos plasmidos con-
fieren resistencia a mltiples antibidticos, por lo que son importan-—
tes clinicamente. s

La mayoria de los genes de resistencia de estos plédsmidos estén
agrupados en una regién llamada determinante de resistencia (r-det);
esta regibén, de aproximadamente 20 Kb estid flangqueada por dos copias
de ISl en sentido directo (78), la otra recgifn del él&smido, denoming
da RTF, contiene los genes para replicaci6n y trangfercncia.

El gue los genes de resigstencia a las drogas estén agrupados entre
dos I51 sugiere gue el r-~det puede tener un papel funcional, como se-
ria la transmisién de los genes de resistencia como una unidad de un
replicén a otro. Esto puede ocurrir mediante transposici&n pero a muy
baja frecuencia (3).

El comportamicnto molecular de estos plismidos sugiere gue efoc-
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.tivamente, el r-deﬁ eé una uni&ad de informacifn. El r~det puede disg
ciarse mediante su circﬁlarizacién, via recombinacién entre las dos
ISl gue eStén-de‘manera'directa; para esto se requieren los genes xecd
¥ xec BC del hu&sped (22).

Las copias circulares del r-det tienen una sola copia de ISl que
puede mediar su cointegracién con otro replictn o integrarse via recom

binaci6n homSloga con una ISl localizada en otro replicétn. Se ha obser

vado qgue el r-det del plidsmido R1-19 se transfiere de un replicén a otro

por circularizacifn y subsecuente recombinacidédn recipocra entre la ISl
del r-det y una copia del replictn receptor, este procesc ocurre a una
frecuencia relativamente alta (23}. .
La frecuencia de disociacidn del r-det de R1-19 & de R100 por re-
combinacitn de las ISl es distinta en diferentes géneros de enterobac-
terias. En E. coli la frecuencia es muy baja (67}, aungue se incremen-
ta en cepas hiperrecombinantes (38) © en el caso de plidsmidos mutantes

(29). BEn S._ typhimurium, la frecuencia de recombinacifn de las ISl de

estos pldsmidos es muy elevada, por lo gue son inestables en esta bac-
teria, va gue se disocian rdpidamente en RIT y r-det (91). Se han ais-~

lado mutantes de S. typhimurium en las cuales la frecuencia de recom-

binacifn de la ISl se reduce unas 100 veces; la mutacifn no estid loca-
lizada en el locus rec A y no tiene efecto sobre la recombinacién (95).

En Proteus mirabilis, el R100 también es inestable. En esta bac-

teria la regisfn r-det se amplifica a baja frecuencia. Cuando se culti-

va P. mirabilis con presencia de c¢oncentraciones elevadas de Cm, se se-

leccionan células gue tienen amplificada selectivamente la regién r-
det, gue es donde se localiza el gene de resistencia a Cm. En este ca
50, la regi6tn amplificada en tandem puede estar unida a una copia del
RTF o bien encontrarse como monSmero o mulrimero disociado (42)}.

Como se pucde ver, la disociacifn del r-det depende tanto de fac
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tores del plidsmido come de factores propios del huésped.
Las bacterias donde la inestabilidad del R100 es mayor, son ague
llas en las que no se ha reportado la presencia de IS1 en su cromoso-

ﬁa: $. typhimurium v P. mirabilis: mientras que en E. coli donde si

se ha reportado la presencia de ISl en el cromosoma, el pldsmido es
mis estable. Esto podria hablar de una cierta influencia entxe las IS1
localizadas en el cromosoma y las presentes en los plédsmides.

Podemos decir que la ISl provee un alto grado de movilidad para

"'los genes de resistencia a antibibticos de los plésmidos tipo R, lo '

cual contribuye a su rédpida diseminacién. :

De igual manera, debidd a la presencia de multiples copias'de'és-
ta secuencia en el cromosoma de ciertas bacterias, se puede esperar
que provean de una gran movilidad al genoma, propercionando la disemi-
naci6tn de una gran cantidad de genes para la adaptacibn y evolucién
bacteriana. '

Como ya se menciond, la IS1 también se ha detectado en fagos, co
mo el caso de Pl que porta una copia del elemento (45). Las dos terce
ras partes de las mutaciones de Pl son debidas a deleciones; todas las
deleciones empiezan donde se encuentra situada la ISl (3). Se puede te

ner transduccifn especializada de segmentos cromosomales flangueados
por do IS1l, al integrarse dentro de la IS1 de P1 (48).

Al igual gque todos los EGM, la ISl produce una serie de eventos
caracteristicos. Al insertarse, produce mutaciones por insercién y mu
taciones polares fuertes, como por ejemplo en los operones gal y lac
de E. coli (90).

La integracidén de ISl confiere inestabilidad gen€tica en la re-
gitn de insercié6n produciéndose deleciones con alta frecuencia (79).
‘Pero no unicamente la insercin de ISl causa inactivacién de genes,

también puecde activar genes, como es5 el caso del operdSn criptico bgl
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fﬂli;~I$iﬁﬁémﬁi-nﬁihduée'deleciones de los segmentos que guedan en

_ mé@io de-déé:ébiias gque se encuentran en sentido directo; si las co
.éi&s de'i$£fse ehéuentran en sentido inverso, se produce una inver-—

‘:giGh:dél'éegménto intermedic (85).

. La transpogicién de la ISl genera una duplicaci6n en él punto

de insercidn del DNA blanco. La longitud de la duplicacidn es de 9 pb,

que guedan como [secuencias repetidas directas flangueando la ISl (32).

En cuanto al sitio de insercifn de la IS1 se ha visto que son, prefe-

rentemente regignes ricas en residuos A-T. La presencia de secuencias

homolGgas a los |extremos de la IS1 también pueden estimular la inte-

Se ha demo#trado gue las mutaciones por delecifn o insexcidn en

gracisn (19).

los extremos de‘ISi hacen que pierda la habilidad para transponer; si
se muta dentro Je la I81, tGnicamente se reduce la frecuencia de trans
posicibn. Las mutaciones de los extremos (secuencias repetidas inver-
tidas) pueden ser coplementadas pdr una ISl normal portada en el mis-

mo replicén, Los resultados experimentales sugieren gue los factores

que produce la ﬁsi actuan principalmente en cis (58).

Esto hace éue debido a la presencia de ISl en el cromosoma de E.
coli, el andlisis de su comportamiento, organizacifn y expresiSn de
genes se compliqle debido a que se pueden tener factores gue actuen
en trans y modifiguen los eventos estudiados. Se han detactado para
el Tn3, Tn5 y Tnl0 molé&culas represoras que actuan en trans (7,10,29).

La frecuencia de transposicifn de la ISl en E. coli es de apro-
ximadamente 10”7 (eventos/c&lulas). Los experimentos para medir la
frecucncia de transposicifn se basan principalmente en la deteccitn
de formacifén de pointegrados; este es el evento que se puede medir
con mayor facilifad ya que la ISl no tiene marcadores gque puedan se-

leccionarse facilmente (25,73).




18

Los cointegrados formados por la ISl son mis estables gue los
formados por otros EGM (36), lo que ha hecho pensar gque estas molécu
las no son intermediarios de la transposicién de este elemento, sino
un producto de ella. En el caso de ISl se tiene por lo tanto dos pro-
ductos principales de transposicidn: insercién simple y coinfegrados.

La transposicifn de ISl es, al igual gue en los demds EGM, inde-
pendiente de los procesos de recombinacifén hom&loga de la bacteria.
La frecuencia de transposicifn no se altera si el evento se lleva a

cabo en c&lulas rec A o rec BC sbc B . Tampoco se afecta si la célu

1a'huésped contiene una mutacidn en el gene de la DNA polimerasa I
fgol Al) ({74). La transposici6én, sin embargo, si se modifica en cdlu-
las con mutaciones en los genes ger A (rearreglos gendmicos); hip
(proteina de integracién del huésped) ; tnm (migracitn de Tn) y top
(topoisomerasa I). Todos estos genes disminuyen la frecuencia de trans
posicién de la 1Sl (48).

Todo segmento de DNA flangqueado por dos IS1 es potencialmente un
transposén. A nivel de laboratorio se han podido crear transposones de
novo, utilizando la ISl (46,73).

La ISl da origen a un importante grupo de transposones compuestos.
Dentro de estos se tiene al Tn9, con una longitud de 2638 pb, que con-
tiene una regifn de 1102 pb flanqueada por dos copias de IS) en orien-
tacidn directa. Esta regidén central codifica al gene cat, el cual in~
duce resistencia a cloramfenicol (1,80). Funcionalmente es igual a una
ISl, se .inserta duplicando 9 pb en el sitio blanco (50), promueve de-
leciones e inversiones, tiene excisifn precisa en ausencia de rec A
(82), ¢ induce la formacibén de cointegrados aungque de manera menos efi
ciente que la ISi (26).

Se ha demostrado que las dos IS1 cque flanguean al Tnd no son fun-

cionalmente equivalentes, La ISl del lado izquierdo (IS1-L) es 10 wve-

B

v
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ces”ﬁ&s aétiﬁa'que la I51 del lado derecho {IS1-R). Esta diferencia
de éctividad no se debe a mutaciones o cambios en la secuencia de las
ISi,Zsiné a la éecuencia de nucledtidos gque rodean a los dos elemen-
rﬁés. Si la ISl estd proxima a un sitio donde se lleva a cabe la trans
cripéiﬁn y &6sta se dirige sobre sus extremos, continuindose a través
de ellos, se produce una inhibicidn de la transposicidn. EL1 blogqueo
de esta transcripecidn, ya sea por delecién del promotor o por inser-—
cin de un terminador fuerte de la transcripcibn, ocasiona gue la IS1
~reccbre su actividad original de transposici6bn (12,59).

El Tn9 también puede llevar a cabo la transposicidn inversa. Cuan
do un replicdn adguiere un transposén flanqueado por IS, se tiene en
realidad dos transposones, ya gue ambos'ségmentos aguedan flangueados
por las IS y tienen la capacidad de transponer; si el gque transpone
es el replicdn flanqueado por ias IS en lugar de los genes del trans
posén, se tiene la transposiciébn inversa (80,83). El evento tambié&n
es regulado por la inhibicién trénscripcionall

L.a frecuencia de transposicién de transposones flangueados por
Isl, también se ve afectado por el tamafic del elemento, la frecuencia
disminuye a la mitad por cada aumento de 1 Kb (25).

El mecanismo de transposicidn de la IS1 no ha podido ser eluci-
dado completamente, debido a gque genera como productos finales de la
transposicidn, tanto cointegrados como insercifn simple; este cointe-
grado no funciona como un intermediario del evento. Por esto, el meca
nismo de transposicifn de ISl no puede ser explica por ningunc de los
dos modelos mis generales: el modele replicativo que implica la repli
cacitn del elcamento durante el evento, explicarfia la formacidn de coin
tegrados pero no la insercifn simple; mientras que el modelo conserva
tivo, gue no implica la replicacidn del elemento durante el proceso,

cxplica la inserci6n simple pero no la formacién de cointegrados.

T

¥
"
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Para explicar como la transposicitn de ISl puede generﬁr ambos
prductos, se propusoc gue la transpeosicidn estd invariablemente liga-
‘da a replicacién en forma de circulo rodante del elemento (35). Un
' ﬁodelo eguivalente se propuso para Mu (41}).

Sin embarge, existen reportes que sugieren gue la insercién sim
" ple de ISl no sigue el modelo del circulc rodante (11). Por lo gque
la transposicidn de ISl podrfia ser, aungue no nécesariamente, repli-
cativa.

Se ha propuesto un modele (Fig. 1), donde ambos productos pueden
formarse a partir de un s6lo intermediario. 8i a partir de ese interx
mediario se tiene replicacién, se forma el cointegrado, si no la hay, .
se tiene insercidn simple (11,27).

En este modelo, la transposicién se inicia por la unién de la
transposasa a ambos extremos del elemento, el corte de una o ambas
hebras de las uniones elemento-vector y la unién a los extremes cor-—
tados del DNA blanco. El rompimiento de una sola hebra deja un par
de horguillas de replicacién y se forma un cointegrado, El rompimien
to de las dos hebras separa al vector.y al elemento y no permite la
formacitn de horquillas de replicacifn, dando por resultado insercidn
simple. La estructura del producto de transposicifn esta determinada -

en el paso inicial, no en la terminacién.
Un modelo similar es propuesto para Mu (32). En este caso ya se

ha asilado la molécula intermediaria. Para la eficiente formacibn de
ésta; se requiere de la transposasa de Mu (Mu A), la proteina Mu B,
que aumenta la eficiencia de replicacidén, proteinas de la eélula hués
ped, ATP y cationes divalentes. El paso del intermediario hacia coin
tegrado o insercién simple, depende tnicamente de protefnas del hufs-
ped.- Un aumento en la eficiencia de iniciacién de la replicacisn fFa-

vorece la cointegracién, micntras gue una inhibicién de la replica~
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Figura l.- Modelo de transposicién de IS1l, en el cual se
tiene un intermediario con la posterior resoluci&n ha-
cia transposicidén simple o cointegrados, (Adaptado de
la Ref. 11).
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citn favorece la inserciédn simple. Por lo tanto el mecanismo de
transpogicién implica dos fases, en la primera parte se ticne la for
macién de un intermediario donde la transposasa es responsable de es
te evento y ademfs influye en el ensamble del complejo de replicaci6n
en las horguillas del intermediario. Una actividad secundaria de la
transposasa debe ser el determinar la via que seguiri el intermedia-
rioc durante la segunda etapa, ya sca producir ceointegrados o inser-
cibén simple, esta segunda etapa al parecer depende mis de los facto-
res de la c&lula hu€sped (32).

' Como se puede ver, la IS1 es un elemento con una actividad bicld
gica muy importante, pero de la cual todavia se desconocen muchas co-
sas y se tienen muchas interrogantes como es el caso de su distribu-
cién heterogénea dentro de las enterobacterias, lo que plantea proble
més en cuanto al origen y evolucitn dellelemento, asi como de su ca-
pacidad de transposicién,

Aunado a esto, estd el hecho de gue se tienen géneros de entero-
bacterias que tienen un gran ntimerocde copias en el cromosoma, tal es
el caso de la Shigella, donde la formacié6n de nuevos transposones pu-
diera llevarse a cabo a frecuencias relativamente elevadas, principal
mente si se cuenta con vectores suficientes para estos nuevos transpo
sones, lo cual es muy factible cn este caso, por la gran cantidad de
plédsmidos cripticos gue portan las ghigellas (33).

Ootro fenBmeno interesante son los rearreglos gque sufre el r-det
del R100 en las diferentes enterobacterias, hecho que podria estaxr in
fluenciado por la presencia o ausencia de ISl en el cromosoma del hués
ped. Esto tltimo podria extrapclarse a todos los eventos gue lleva a
cabo la ISl.

Estas interrogantes, podrian ser contestadas si se hace una buena

localizacitén y cuantificacidn de la IS en diferentes enterobacterias
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Yy una comparécién dejlos ceventos mediados por ISl en el crombsoma del
huésped, con una.difexencia en el nimero de copias en el cromosoma.

La Hip&tesis a comprobar es la siguiente:

Las éechencias.de ISl presentes en el cromosoma bacteriano influ
.'yen en su.propia regulécién Y en las de otras ISl extracromosomales,
debido a la produccién de factores difuéibles gue inducen o reprimen
genes.

Para comprobarla se fijaron los siguientes objeﬁivos:

1) Localizacién {cromosoma/plismidos} de la ISl en varias cepas de Sh.

sbnnei, Sh. flexneri y S. typhimurium,.

De esta manera se podri contar con un panorama, de la facilidad
con la cual, las IS51 del cromosoma se movilizan a los plasmidos, cau-
sando la diseminacién de genes cromosomales. Ademé@s ya gue se necesi-
ta cuantificar la Isi del cromoscoma, es necesario evitar la utiliza-
cibn de'bacterias gue contengan pldsmidos con Isl, para evitar errores.
Por otro lado, es necesario contar con cé&lulas huésped gue no conten-
gan pl&smidos con ISl, para poder estudiar los eventos mediados por

la IS_J_-. 7

2} Cuantificacién de la ISl en el crxomosoma de E. coli, Sh. sonnei y

S. typhimurium.

Se necesita contar con valores confiables del nimero de copias de
Isl en cromosoma, si se quiere llevar a cabo un experimento donde se
va a estudiar su comportamiento en cepas con diferente nGmero de co-
pias. Ademas, se podrd detectar la distribuciétn de la ISL en cepas cli
nicas aisladas en la Cd. de México y comparar con el patrdn obtenido

en otros pafses y ver si esta distribucién es de cardcter general.

3) Obtencién de una cepa de Sh. sonnei libre de plismidos.

Esto es con el fin de estudiar los eventos mediados por IS1 sin
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la posible interferencia de otros factores. Cepas de E. coli y S. ty-

phimurium sin plasmidos se encuentran de manera natural.

4) BEstudiar la recombinacién de las ISl del plé&smido R100, bajo la
presifén de diferente ntmero de copias de ISl en el cromosoma de la cg
lula huésped.

Se podrd determinar hasta gue grado los rearreglos del r-det es-

t&n sujetos a la presencia de IS} en la c&lula hu€sped.

§) Cuantificar la frecuencia de varios eventos mediados por ISl: in-
sercién simple, formacidén de cointegrados y transposicifin inversa, en’
cé&lulas hu&sped con diferente nGmero de IS1 en cromosoma.

Con esto se tendrd una idea clara de alguna posible actividad
en frans de la IS8l y de qgue manera se ven afectados los eventos que

4
promueve,
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MATERIALES ¥ METODOS

1. Cepas, fagos, plasmidos y transposones.

'Las cepas, fagos, pldsmidos y transposones utilizados en es
te trabajo se enlistan en la Tabla 1.

Las cepas bacterianas se cultivaron en medic liguido de Lu-
ria (56} o medio s6lido de Luria (caldeo Luria, agar 2%). En las oca
siones requeridas, a este medio se le agregaron los siguientes an-
tibiéticos: ampicilina (Ap) 200 *1g/ml; cloramfenicol {(Cm) 25 ‘*g/
ml; espectinomicina (Sp) 25 Pg/ml; estreptomicina (Sm) 200 wg/ml;
kanamicina (Km) 25 ‘Ag/ml; ac. nalidixico (Nal) 25 §*g/ml; tetraci-

clina (Te) 5, 10 & 25 pg/ml y sulfametoxcl (Su) 200 wg/ml.

2. Sensibilidad celular a Metil Metano Sulfonato (MMS).
Las c¢€lulas se crecieron en calde de Luria hasta alcanzar
una densidad Sptica a 550 nm (D.O. 550 nm) de 0.05; se inoculd 0.1
ml de este cultivo en 1 ml de caldo de Luria con 0.04% de MMS y se
incub6 8 hrs. a 37°C con agitacidn Woderada. Bajo estas condiciones
experimentales las cepas silvestres'crecen, mientras las mutantes

Eolhl no lo hacen.

3. Sensibilidad celular a Nitrofurantoina.
La scensibilidad a nitrofurantoina se determiné por el m&to-
do descrito por Jenkins y Bennett (49). Las cepas a probar se sem-—
braron en cajas de medic de Luria con 5 ‘Ag/ml de nitrofurantoina.

En estas cajas las cepas recd no sobreviven.

4. Conjugacifn bacteriana.
Las cepas donadoras y receptoras se crecieron hasta la fa-
se exponencial (0.5 de D.O. 550nm), posteriormente se mezclaron los

cultivos en una relacién 1:5 &6 10 {(donadora/receptora) como descri-
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Tabla i.- Cepas, pl&smldou y- fagos utlllzados en este

trabajo. Jf’

" @Genotipo o fenotipo

PBR322::Tnd

R100

Igual a pBR322 pero con Tnd (cm®)
Y gut r r r

Mer sm¥ spf cm® Tc*

Cepa, plésmldc Origen
”{ o fago : “relevante
' W3110 - P- Prot6trofa E. coli Genetic
' ' ' Stock Center
o (CGsC # 4474)
o W3111 Igual a W3110 pero Nal®¥ y polal A. Covarrubias
- w3iiz Igual a W31lll pero glnG74::Tn5 Este trabajo
GM3L- F~ dcm-6 M. Marinus
1 Mx902 thi~ ilv~ A(pro-lac)glnG74::TnS F. Bastarrachea
Cc600 thi~ leu” lac™ C. Miller
- €700 Igual a C600 pero Nal® sm* Este trabajo
CAl3 lac amb trp amb SulIT~ C. GBmez
CA13-1 lac amb trp amb Sufrr® C. Gémez
MA766 Hfrk9 hisG9424::Tnl0 recal M., Faelen
Su694 trpA52 cysBl2 pyrF140 3ilval78 LT2  G. Alfaro
5u696 Igual a Su69%4 pero NalYt C. G6mez
Su796 Igual a Su696 pero Sm” Este trabajo
SuB9e Igual a Su79%6 pero recal Este trabajo
MSs211 Igual a MSS21 (Tabla 2) pero Sp® 5u® Este trabajo
MSH101 Igual a MSH1Q (Tabla 2) pero Tc® Sm°
su® Este trabajo
MSH102 Igual a MSH10l pero polAl glnG74::

' Tn5 Este trabajo
MSH103 Igual a MSH101l pero Wal® su” Este trabajo
MSH104 Igual a MSH102 perc Nal® sm® Este trabajo
POX38Km Derivado de F al gue se le deletaron

' todas las 18, Km®™ D. Galas
pBR322 Apr rct F. Bolivar
pBR322::I8)  Igual a pBR322 pero con ISl M. Chandler

D. Galas
G. hAlfaro
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Tabla 1.- Continuacién

Cepa, plésmido Genotipo o fenotipo Origen
o fago relevante
PRTF-2 Derivado del R1-19, al que se le deletd
el r-det, gue porta TnE(Kmr) Y Tnlg(Tcr) C. GOmez
pDS1109 ColEl::Tnl (Ap") D. Sherratt
RP4::Sualp2™
31lG (>2 supITI Xm® Ap® Tc® amb M. Faelen
pLM2 Rm™ Apr amb Tc® amb L. Mindich
T4 Fago silvestre N. Willetts
' T4 amN50 Gene mutado 20 (ambar). Morfogénesis de
la cabeza. Formacién de policabezas. N. Willetts
T4 amN58 Gene mutadc 34 (ambar). Componentes de
las fibras de la cola. N. Willetts

Pl vir a N. Willetts
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be Millern, H.-(63). Lés_mazélassse incubaron a 37°C de B8 2 12 hrs.
Y sexsemb:a:on eﬁ_medios selectivos. |
'-.:5._Propégac16n y titulacién de fagos.
| -féié_prbpagar ¥ titular los diferentes fagos utilizados en.
este trabajo se siguieron los métodos descritos por Miller, H. (63)
y Willetts, N. (97}, con algunas modificaciones.
a}) Propagacién y titulacién de Pl vir a.

La cepa donde se propagd el fago Pl se crecif en Luria
a 0.25 de D.Q. a 550nm, se apadid CaCl2 a una concentracién final
de 5 X 1073 M y se incubs el cultivo a 37°C por 10 min. Posterior-
mente se mezclaron 1 ml de cultivo y 0.1 ml de fago (107 - 108
unidades formadoras de placas/ml (ufp/ml)) en agar blando LC (cal-
do de Luria, agaxr al 0.7% y CaCl2 0.25 M) y se sembrd por vaciado
en cajas LC (caldo de Luria, agar al 2% y CaCl, 0.25 M). Las cajas
se incubaron toda la noche a 37°C después de lo cual, se agregaron
3 ml de caldo de Luria scobre las cajas LC. Las cajas se incubaron
1l - 2 hrs. en frio y finalmente se cosecht el fago colectando el
caldo de Luria y la capa de agar bfando.

Para titular el fago Pl, la cepa bacteriana sensible se
crecit en 10 ml de caldo de Luria a 0.2 de D.0O. a 550nm. El culti~
vo se centrifugd y la pastilla se resuspendid en 1 ml de CaCl2 0.015
M.y MgSo, 0.03 M. Se mezclaron 0.1 ml del cultivo concentrado de
bacterias, 0.1 ml de diferentes diluciones del fago y 2.5 ml de
agar blando LC y se sembr6 por vaciado en casjas LC.

b} Propagacién y titulacifén de T4.

La cepa bacteriana se crecid en 10 ml de caldo de Luria

hasta su fase exponencial. A este cultivo se la afadi6é una placa

litica de T4 que se recort6é y aislé de una caja previa de titula-
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cibn y se inéubé E&éé la-nocﬁe a 37°C, Para su titulacién se mezcla
Hroh 0.2 ml'de 1a.cepa bacteriana sensible a 0.2 de D.0. a 550nm,
_ 0.05'¢1;dé-diferen#es diluciones del fago ¥y 2.5 ml de agar blando
:y'sé gehbraroﬁ por vaciado.
6. Transduccidn.

La transduccidn. con Pl se realizé segln el método descrito
por Willetts, N, (97). La'cepa bacteriana se crecis a 0.3 de D.C. a
550nm, el cultivo se centrifugbd y resuspendid en triptona al 1% de

manera de tener 5 X 3.0‘7

wfp/ml. Se mezclaron volumenes iguales de
bacterias, fago y solucidén de CaCl2 0.015 M, MgS0, 0.03 M ¥y se in-
cubo 20 min, a 37°C sin agitacidn; después, la mezcla se centrifugb

Yy la pastilla se resuspendid en medio de dilucibn (MgsSO, 0.25 %).

4
Finalmente, se sembraron diferentes diluciones en los medios de se-

leccidn,

7. Determinacién de produccidn de Colicinas.

Las cepas se sembraron en Luria s6lido por pigquete y las ca
jas se incubaron toda la neche a 37°C. La caja destapada e invertida
se colocH scbre papel filtro humedecido con cloreformoe por media ho
ra, después se incubb a 37°C por 15 min. Sobre estas cajas se sembrd

0.1 ml de un cultivo de una cepa sensible a colicinas.

8, Curacibtn de plismidos bacterianos.

Para la curacisn de plésmidos se utilizaron varios compues-—
tos: bromuro de etidioc, naranja de acridina, rifampicina, novobiloci
na y trimetoprima. Todos estos compucstos a dosis subletales son ca
paces de-eliminar plismidos de sus c8lulas hué€sped (5, 6, 14, 65,98);

Para determinar las dosis subletales, las cepas a tratar se .

crecieron en caldo de Luria con diferentes concentraciones de esos
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compuestos.,Laé-dosis_subletales fueron, para bromuro de etidio:
125 1A§/m1; haranja de acridina: 100 wng/ml; rifampicina: 4.5 g/
:ml n0v0b10c1na._250 rag/ml y btrimetoprima: 30 \Ag/ml.

El experimento de curacifn se realizd incubando aproxima-
damente mil cé&lulas en medio de Luria con el compuesto correspon-
diénte, a una concentracidn equivalente a la deosis subletal. EL1
cultiﬁo se incubgd a 37°C con agitacién por 18 horas y se sembrs
en Luria s&6lido. Para detexrminar la posible curacién de los plas-
midos, se sembraron en Luria s6lido por parchado, 100 colonias y
se replicaron en medios con los antibiSticos correspondientes a los

marcadores de resistencia de los plé&smidos que se deseaba curar.

9. Estabilidad de plismidos.

El experimento se inicif con mil células aproximadamente,
que se crecieron en caldo de Luria a 37°C con agitaci6n moderada,
manteniéndose en fase exponencial mediante diluciones periddicas.
En cada dilucién, se realizf una cuenta viable y cada veintiéuatro
horas se sembraron 100 colonias en medio de Luria por parchado y
se replicaron en medios con los antibibticos correspondientes pa-

ra determinar la estabilidad del pldsmido en estudio.

10. Transformacién,
Se sigquid el método de transformacifn con cloruro de calcio

descrito por Maniatis, T. y col, (61},

- 11, Lisados claros.
La extraccidn del DNHA de las bacterias, se ilev& a cabo me
diante el método de lisados claros alecalinos descrito por Maniatis,
T. y col. (61). Se incubaron 1.5 ml de cultive bacteriano, pero tam

bien se extrapold a un volumen de 20 ml de cultivo y las centrifu-



.gadioﬁes_se'fealizaron en la centrifuga Sorval RC-5,
. 12. Obtencién del DNA total.
Se siguié el método descrito por Bolivar, F. y col. (13),
que es un lisado suave con lisozima y Trit6n X-100. Se hizo una
modificacitn al final del método que consistid en una dilucién

1:10 del lisado con amortiguador TE (Trizma-base 10 mM y Na,EDTA

2
1 mM, pH B) y postexiormente una extraccién con un volumen de fe

nol y ctra con un volumen de cloroformo.

13, Purificacidn de pldsmidos.

Para purificar los plasmidos, primero se hizo una lisis
celular alcalina con SDS y posteriormente el DNA cromosomal y el
de los plésmidos se separaron en gradientes de cloruroc de cesio-
bromuro de etidio {BrEt), segln el método descrito por Maniatis,
T. vy col, (61l). El DNA en los tubos de centrifuga-se visualiz6
con luz U.V. y se extrajo por puncién lateral; el BriEt se remo-
vi6 por medico de una columna de intercambio idnico (Dowex A 650
W-X%8 de Bio-Rad}, el DNA se dializé y concentréf finalmente por

precipitacifén con etanol.

14, bigestidn con enzimas de restriccidn.
Las reacciones con las enzimas de restriccifn se llieva-

ron a cabo segfin las recomendaciones del proveedor (Amersham,

Corp.) .

15. Electroforesis en geles dc agarosa,.
La electroforesis se realizb en geles verticales en pla-

cas (18 X 14 X 0.15 6 0.3 cm). Se uvtilizb agarosa al 1% en amor-
tiguador de acetatos (Tris-HCl 50 mM, EDTA 2 nM, acetato de so-
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dic 20 mM, NaCl 18 mM, pH B.15). La electroforesis se efectusd a
voltaje ceonstante de BO volts por 3 a 4 horas. Los geles se ti-
ﬁéron en BrEt (10 Y2 g/ml), se observaron con luz ultravicleta y se
fotografiéfon con una cdmara Voigtlinder VF 135 utilizando filtro

rojo.

16. Purificacibn de fragmentos de DNA separados por electrofo
resis en geles de agarosa {(Electroelucién).

Después de la electroforesis y visualizacidn del DNA en el
gel, se cortd el fragmento de agarcsa con el DNA deseado, se colo
¢ en la cidmara de electroelucidn en el compartimientc correspon-
diente al polo negativo. La clmara se llenS con amortiguador de
Boratos (Trizma-base 445 mM, acido bSrico 445 mM, EDTA 10 mM}. Se
aplicaron 100 V por 1.5 horas, despufs de lo cual se invirtieron
los electrodos por 3 min., S5e tomd el amortiguador'de la c&mara
correspondiente al polec positivo y se repitié la operacifn. El vo
lumen obtenidoe se past a través de resina BND de intercambio i6-
nice, cluyendo el DNA con amortiguador de alta concentracibén de
sal (Trizma-base 1 mM, NaCl 1 ml, etanol 15 ml/100 ml). Finalmen

te el DNA se precipitf con 2.5 volumenes de etanol.

17. Hibridizacif6n DNA-DNA (Southern).

El PNA en el gel de agarcsa, se transfiri6 a filtros de ni
trocelulosa (Schleicher and Schuell}; para esto, el gel se trat6
de la siguiente manera: se incub6 10 min, a 37°C con HC1l 0.25 N;
30 min. a 37°C con NaOH ¢,5 M, NaCl 1 M; 30 min. a 37°C Con Tris-
HC1L 0.5 M, NaCl 1.5 H, pll 7.5, Estas incubaciones se hicieron con

agitacitn de 80 rpm., Finalmente el gel se coloct en una solucibn
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deiSSCGXQﬁPaféwia.tféﬁSférencia, se colocS un filtro de nitrocelu-
lbsa:sobié el gel como describe Maniatis, T. y col. (61).
| T';La prehibridizacién e hibridizacién se realizaron como re-—

borfatbﬁ Grﬁnstein vy Hogness (40), utilizando el siguiente amorti-
guador: formamida (Bio-Rad) 50%, SSC5X, SDS 0.1%, EDTA 1 mM, Tris-—
HC1l 10 mM, pH 7.5, solucién Denhardt 1X y 416 Hg/ml de DNA de es~
perma de salmén desnaturalizado.

El fragmento de DNA utilizado comc monitor se marcd con
Ex; 32P ]—dCTP {Amersham, Corp.}, mediante el método de "Nick-
translation" que describe Maniatis, T. v col. (61).

El amortiguador de hibridizaci6én contenia aproximadamente

10°

dpm de monitor marcado y desnaturalizado. Tanto en la prehibri
dizaci6bn como en la hibridizacidn, los filtros y amortiguadores se
colocaron en bolsas de plistico selladas y se incubaron a 37°C &
42°C por 18 horas. Al terminar la hibridizacitn, los filtros se la
varon con SDS 1%, SS5C2X a temperatura ambiente y con SDS 0.1%, S5sC
0.1¥X a 50°C, por Giltimo con SSC 0.1¥ a temperatura ambiente. Los
.
filtros se secarcon a 70°C por 1 hora. La autorradiografia se llevd

a cabo exponiendo placas para rayos X Kodak X-Omat K a los filtros

por 1 5'2 dias.

18. Hibridizacidn en punto DNA-DNA.
« Se siguié el método descrito por Kafatos, F. y col. (52},
Para hacer la hibridizacién, se purificé el DNA toﬁal de las célg
las y a partir de una solucidn que contenfa 1 g de DNA se hicie
ron dilug¢iones sucesivas 1:1 hasta una dilucifn 1:64. E1 DHA se
cuantificd de manera aproximada observando su fluorescencia en un

gel de agarosa tefiideo con BrEt y las diluciones se hicieron con
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acetato de amonio 1 M. Se colocté un veolumen maximo de 10 M1 por
muestra. La prehibridizaciétn, hibridizacién, lavado y autorradio-~
grafia del filtro se realiz&d igual a lo descrito anteriormente pa-

ra la hibridizacién de DNA-DNA tipo Southern.

19. Obtencidn del monitor radioactivo para rastreo de la se-
cﬁenciﬁ Isl.

El monitor que se utilizé6 fue un fragmento de 578 pb de la
pafte intermedia de la IS)l, del sitic PvuIl localizado &n el nucleb
tido 75 al sitic EcoRII de la posici6n 653 (Fig. 2}.

El fragmento se obtuvo a partir del plédsmido pBR322::IS51,
el cual se extrajo por lisis alcalina de la cepa GM31l y se puri-
fict mediante gradientes de clorxruro de cesio. El plismido puro se
. digiri6 con la enzima de restriccifdn EcoRII obteniéndose siete frag
mentos (rig. 2). El fragmento G, que contiene a la IS51 se aislb a
partir de un gel preparativo de agarosa al 1% (18 X 14 X 0.3 cm)
poxr electroelucién. Posteriormente, el fragmenteo se digirid con la
enzima Pvull, lo cual produjo el fragmento de 578 pb de la IS1 que
también se extrajo de un gel preparétivo de agarosa por electroelu
cibén. Se realizaron 3 ciclos de elctroforesis-electroelucisdn, des-—
pués de cada digestidn enzimidtica, para asequrar la pureza del frag
mento. El fragmentoc de la ISl se marcd radicactivamente con Ei—azé]

~dCTP por el método de "NIck translation" (61).

20. Determinacién de la frecuencia de transposicién,
Se utiliz6 el métedo descrito por Chandler, M., y Galas, D.
(27}, Bste método se basa en la deteccién de cointegrados mediante
conjugacién. El plismido donador de la secuencia de insercién fue

el pBR322::IS1 6 &) pBR322::TnY, mientras que el pléismido receptor
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Figura 2.- Mapa de restriccién del plasmido pBR322::IS1,

que muestra la localizacidn de la secuencia ISl y el
fragmento de é&sta utilizado como monitor en los dife-
rentes experimentos realizados. Sitios de EcoRII (y):
sitios de PvuIl (4 amp gene deﬁ -lactamasa; tet
gene de resistencia a Tc; ori origen de replicacién.

Las letras A a G indican los fragmentos que se cbtienen después

de cartar con EcoRII. IR, secuencias invertidas repetidas.
Ins A, proteina producida por ISl,

35.
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fue el pOX3BKm gque es un plismido conjugativo. Los plésmidos pBR322
se introdujeron por transformacién, mientras que el pCX38Km por con
jugacién en las cepas C600, Su6%4 y MSH10l, que posteriormente actua
ron como cepas donadoras. Las cepas receptoras fueron C700, sSu796 &
SuB896 y MSH103 6 MSH104. Tanto la cepa donadora, como la receptora,
se crecieron toda la noche en caldo de Luria a 37°C. Los cultivos se
diluyeron 1:100 ¥y se incubaron a 37°C hasta alcanzar 0.9 de D.0O. a
550nm. Posteriormente, se mezclaron volumenes iguales de los culti-
vos de las cepas donadora y receptora y se incubaron de 12 a 16 ho-
ras a 37°C sin agitacifn, La mezcla se concentrd de 10 a 15 veces y
se sembrSé 0.1 ml en el medio de seleccifn. En el caso del pBR322::IS1 -
se seleccioné para resistencia a Ap y Te, mientras gue para el pBR
322::Tn? se selecciond para estas dos resistencias y ademés para Cm.
La eficiencia dg cdnjugaci&n se calculf dividiende el ndmero de c€lu

las/ml con resistencia a Km, Nal y Sm, sobre el toctal de células/ml.
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RESULTADOS

. 1. Localizacién (cromosoma/pldsmidos) de la secuencia IS1 en va

rias cgpéé_dejsh;'sonnei, Sh. flexneri y S. typhimurium.

~Para tener una idea de la dinadmica molecular de la ISl, se estu-
dié su distribucién en el cromosoma y en los plésmidos de varias ce-

pas mexicanas de Shigella y Salomella. Esto ayudar& a conocer la fa-

cilidad de intercambic de ISl entre cromesoma y plasmidos, ademdas,
permitird cuantificar de manera més exacta, el nGmero de ISl en el
cromosoma.

Por otra parte, el método gque se selecciond para cuantificar la
frecuencia de transposici6n de la IS1, requiere gue en la bacteria no
estén presentes pldsmidos con IS&, yvya gue este método consiste en in-
troducir a la bacteria dos plasmidos dischnados especificamente para
obtener esta cuantificacién y uno de ellos contiene una ISl (ver Ma-
terial y MEtodos).

La localizacifén de la secuencia Igi se realizd en cepas de Shige-

lla y Salmonella aisladas en Hospitales y Laboratorios de la Cd. de

México, durante los anos de 1978-1979 (Tabla 2); se utilizaron seis

cepas de Sh. sonnei, cinco de Sh. flexneri y tres de S. typhimurium.

Todas las cepas fueron resistentes a mis de un antibidticao, con ecxcep
cién de una Salmonella (Su696). La resistencia en estas cepas se debe
principalmente a la presencia de pl&smidos de tamafic similar al de
R100 (94.5 Kb) (Figs. 3A, 4A y 5A). Por ejemplo la cepa MSH10 gque per
di6 el pl&smido grande mediante curacién con bromuro de etidioc se vol
vié sensible a Te, Sm y Su. Ademis de estos plismidos, todas las cepas
clinicas analizadas prescentaron més de una banda de DNA de bajo peso

molecular (Figs., 3A, 4A y 57). El nfimero de bandas no representa el

-
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-_Tablq}ém-'ﬂepéS‘dé Shigella y Salmonella utilizadas para
‘. ilailocalizacibn de la secuencia 151.%

cgpaf‘   . .Géﬁéto'y'Especie Fenotipo . Preoduccién de
L e : ' coliecinas
' MSHL0 Sh. sonnei re” smt sut spT +
'MSH27 5h. sonnei et sm® su® +
MSH30 . Sh. sonnei Tc® sm® sut +
MSH35 Sh. sonnei Tct sm® su® +
MSHA4G Sh. sonnei Tc® sm” su® +
MSH59 Sh. sonnei re® gm® suT +
MSH40 Sh. flexneri Tet sm® su® sp” +
MSH47 Sh. flexneri Te’ sm® sut -
MSH49 Sh. flexneri Te’ sm® sut sp® -
MSH53 Sh. flexneri _ Te® sm® su® sp* -
MSH57 Sh, flexneri rc® sm® sut spT +
MSS07 S. typhimurium re® sm® sut +
MsS21 S. typhimurium TeT sm® su® -
s8u696° 5. typhimurium Nal® : -
.
a

Cepas aisladas en Hospitales y Laboratorios de la Cd. de México
durante los afos 1978-1979. Donadas por J. Kupersztoch.

Cepas productoras (4), cepas no productoras {-).

¢ Ccpa donada por G. Alfaro.
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¥igura 3.~ Localizacifn de la secuencia ISl en diferentes cepas de $h. sonnei. A) Gel de
agarosa al 1% tefiido con Bromureo de Etidio, gue contiene los lisados claros de las si
‘guientes cepas: a) GM31/pBR322; b) GM31/pBR322: :I8l; c©) W311lC/R100; d) MSH10; e} MSH
101; £) MSH1l0l/Pl; g) MSH27; h) MSH30; i) MSH35. B) Autorradiografia del filtro de ni
trocelulosa obtenido a partir del gel mostrado en {A), déspues de la hibridizacisén -
DNA-DNA tipo Southern con el monitor de ISl marcado ceon [}%—BZP:]— dCTP. Cr, banda de
cromosoma. di, dimero de pBR322 (5.8 Mdal).
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Figura 4.— Localizacifn de la secuencia ISl en diferentes cepas de Sh. flexneri v Sh.so-
nnei. A) Gel de agarcsa al 1% tefiido con Bromurc de Etidio, gue contiene los lisados
claros de las siguientes cepas: a)GM31/pBR322; b) GM31/pBR322: :ISl; <) W31l0/R100; d)
MSH35; e) MSH46; f) MSH59; g) MSH40; h) MSH47. B) Autorradiografia del filtro de ni-
trocelulosa obtenido a partir del gel mostrado en (A), déspues de la hibridizacién
DNA-DNA tipo Southern con el monitor de I51 marcado con [04—32}?:] - dCTP. Cr, banda de
cromosoma. mo, monSmero de pBR322 (2.9 Mdal).
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Figura 5.- Localizacibn de la secuencia IS1 en diferentes cepas de Sh. flexneri y S.ty-
phimurium. A) Gel de agarosa al 1% tefiido con Bromuro de Etidio, que contiene los 1li
sados claros de las siguientes cepas: a) GM31/pBR322; b) GM31/pBR322::IS81; c) W31ll0/
R100; d) MSH49; e) MSHS53; f£) MSHS7; g)}MSS07; h) MSS21; i) Su696. B) Autorradiografia
del filtro de nitrocelulosa obtenido a partir del gel mostrade en {A), déspues de la
hibridizacifén DNA-DNA tipo Scuthern con el monitor de IS1 marcado con EX.-BZP:]-dCTP.

Cr, banda de cromosoma.
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nGmero de plasmidos, ya que estos pueden encontrarse no solamente en
en forma de monSmeros, sino tambi&n como multimeros (dimeros, trime-
ros, eté.) y concati&meros.

La localizacién se llev6é a cabo por hibridizacién DNA-DNA tipo
Southern, con el monitor radioactivo para la ISli.

En los primeros experimentos, la cepa gue se utilizd como con-
trol negativo de la hibridizacién (GM31/pBR322), mostrd una sefial muy
Clara en las bandas correspondientes al pBR322, lo mismo sucedid con
varias bandas de pldsmidos pequefios de las cepas de Shigella. Esto in
dicaba gue el fragmento de ISl estaba contaminado con un fragmento de
pBR322, ya gue el monitor se purifict a partir del pBR322::I51. El
fragmento contaminante pudo ser el fragménto C del pBR322 (Fig. 2).
que es el gue tiene un tamano similar al fragmgnto de 1I5l, al ser cor
tado con las e¢nzimas de restriccidn. Este fraghmento contiene parte
del origen de replicacifin de pBR322, el cual proviene de un pldasmido
similar al ColEl. Por lo tanto, debe existir homologia entre el ori-
gen de replicacifén de ColEl y los pldsmidos pequefios Shigella. Para
evitar esta contaminacibn, el fragmento de ISl se purificd mediante
tres ciclos de electroforesis-electroelucién. Una vez que el contreol
negativo no presentd hibridizacién con el moniteor de IS1l, se realiza-

ron los experimentos correspondientes.

En las Figuras 3, 4 y 5 se muestran los resultados obtenidos. To
das las cepas de Shigella mostraron una clara sehal de hibridizacidn
en la banda de DNA correspondiente al cromosoma (Figs. 3B, 4B v 5B),
con excepcidn de la cepa MSH40 que mostrd una senal tenue (Fig. 4B).
Dg las once cepas analizadas, ltres contenian también IS1 en pldsmidos
grandes (MsSHI59, MSH49 y MSHS53, Figs. 4B y 5B} y una en plasmidos pe-
quenos (MSH47, Fig. 4B).

Con lo que respecta a lag cepas de Salmonella analizadas, en la
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Figura 55 se puede ver gue en las cepas 5u6d6 y MSS07 no se encontrd
ISi en cromosoma © en plasmidos como se esperaba. 8in embargo, la ce-
pa MSS21 presentd sefial de hibridizacién con IS1 en el cromescoma. La
intensidad de la sefial podria corresponder a mfis de una copia de esta
.secuencia.

No se puede hacer una generalizacién en cuanto a la localizacién
de la IS1 en las cepas de Shigella , ya gue aungue todas las cepas a-
nalizadas tenian ISl en el cromosoma, solé algunas las presentaron en
plismidos y de estas fue mds frecuente en plédsmidos grandes gue en pe
gquefios, a pesar de la abundancia de stos en todas las cepas.

En el caso de las Salmonellas, se encontr8 gue la mayoria no te-

nia IS1 en el cromosoma, como se ha reportado para cepas de este géne
ro aisladas en otros paises (66,72). Sin embargo, en este trabajo se
ST

epgcontrd una cepa de Salmonella con ISl en cromosoma. Ninguna de las

Salmonellas estudiadas tenfia ISl en plédsmidos.

2, Cuantificacidn de la sccuencia IS1 en el cromoscma de E. coli,

Sh, sonnei y S. typhimurium.

La cuantificacién de la secuencia IS1 en cromosoma, €S un requi-
sito importante para el estudio del comportamiento de una ISl en pre-
sencia de diferentes c¢antidades de &sta en el cromosoma de la célula
huésped.

En el caso de Shigella, a la fecha unicamente se han reportado
valores aproximados. Esta cuantificacidn permitir& adem&s comparar

los resultados encontrados bara cepas de E. coli, Shigella y Salmone-

lla aisladas en obtros paises y las ailadas en México.
La cuantificacidn de IS1 se realizbd por el mEtodo de hibridiza-

cién en punto, Para hacer cuantitativo este mé&todo, es necesario con-



44

tar con cepas controles en las cuales se haya cuantificado el nfimero
dg;ISi por otros métodos. En este trabajo se utiliz6 la cepa de E. _
.Egii:w3110, gque tiene 7 copias por cromoscma (72).

' 'La-véntaja de este método sobre la hibridizacidn tipo Southern
.es'qte puede detectar desde una copia hasta un gran ntmero de ellas.
En los experimentos tipo Southern, la cunantificacién se realiza con-
téndo el nGmero de bandas gque hibridizan con el monitor de IS1l, sin
embargo, con frecuencia varias bandas positivas de tamafio similar
aparecen como una sola banda, lo que impide una cuantificacidn exac-
ta del nfimerc total de copias.

E]l nlmero de copias se calculé a partir del nfimero de cuentas
por minuto {(cpm}, presentes en la regidn del filtro donde hibridiz6
el monitor de ISl. »

Debido a que se cuantificé una serie de bacterias &on un rango
amplic en el ntmero de copias, gue va de cero (Salmonella), a mids de
40 (shigella), fue necesario contar con una serie de controles para
una mejor cuantificacién.

Como controles se utilizaron las siguientes cepas: 1) 5uf96, que
no tiene IS1; 2) S5u696/R100, que tiene tres ISl en el plasmido R100,
ecte plidsmido se encuentra presente en dos copias por c&lula, por lo
que esta cepa tiene alrededor de C a 9 copias de ISl/célula; 3) GM3Ll/
PBR322::I51, el plismido pBR322::IS81 se¢ cncuentira de 30 a 40 copias/
cflula, de manera gue esta cepa presenta aproximadamente de 3B a 48
copias, al sumar las copias del cromosoma {(~ 8 copias).

La cuantificacidn de copias de ISl por célula se realizé en dos

capas de Shigella, una de Sh. sonnei (MSH101l) y una Sh. flexneri (HSH

40), asi como una S, typhimurium (MSS21}). La cepa MSH40 se eligid vya

gue hibridizé:poco con el monitor de ISl;(Fig. 4B) y la MSS21 porgue

mostrd sefal positiva de hibridizaciébn con IS1 (Fig. 5B).
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El nimerc encontrado para MSH10l, MSH40 y MSS21, reprenta el nd
mero. de coplas en el cromosoma, ya qgue a pesar de ‘que estas cepas con
teniaﬁ_plasmidos, estos no presentaron IS1 (Figs. 3B, 4B y 5B)

B En'la.Figura 6, se observa un ejemplo de los experimentos reali-
2ados;'las diluciones de las muestras de DNA se efectuaron a fin de
determinar una sola copia de ISl. En esta figura se puede apreciar el
nimero aproximadc de copias para cada cepa tomando la intensidad de
"las diluciocnes de la cepa W3110 (Fig. 6, carril f) como control. Sin
émbérgo, para una cuantificacién m&s exacta, se obtuvoc el nfimero de
cpm para cada punto de hibridizacidn de todas las cepas estudiadas. La
cuantificacifn se realizé de tres maneras: por comparacidn de las di-
luciones gue tuvieran cpm parecidas, comparando el valor de las mues-

tras sin diluir y comparando el wvalor total de cpm de teodos los puntos

-

rd
de cada carril. Los tres valores dieron resultados similares.
-

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3. El nGmerc de
copias en los controles mostraron los resultados esperados; es decir,
la cepa Su696 no contiene ISl en el cromosoma, esta misma cepa con el
plasmido R100 di6 un valor de 12.5 copias. Este valor indica gue el
plasmido R100 se encuentra de tres a cuatro copilas por cromosoma, gue
es el nfimeroc de plismidos por cf€lula cuando &stas se encuentran en la
fase estacionaria, gque fue el momento en gque se aisld el DNA.

La cepa GM31/pBR322::1S1 presents un valor de 45.3 copias, el cual?

correlaciona con el nGmerc de copias &

[p]
.

PER322 por cromosoma (30-40)
(131, v si a este valor sc le suman las 6.8 copias gue contiene la ce-
pa GM31l, se cobtiene el valor encontrado.

El nGmero de copias de 151 pgi cromoscma para las cepas de Shige-
lia fue de 56.4 para la MSH10l y de 41,6 para la MSH40.

En cuanto 2 la cepa MSS521 de S. typhimurium el nGmero de copi&s

encontrado fue de 8.8, que es un valor comparable al de las cepnas de
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Figura 6.- Determinaci®dn del ntimero de copias de la secuen-
cia ISl en el cromosoma de varias Enterobacterias por Hi
bridizacitn en punto. Autorradicgrafia del filtro gue -
contenia las diluciones decrecientes verticales de las
diferentes muestras de DNA total, después de la hibridi-
zacidn DNA~DNA en punte, con 2l monitor de IS1 marcado
con E{—BZP:]— ACTP. a) MSH40; b) MS5521; c) MSH1O01; 4d) -
Su696/R100; e) Su696; f) W3110; g) GM31/pBR322::I81; h)
GM31l. El1 primer punto de cada linea contiene l}‘g de DNA.
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Tabla 3.- Nmero de copias de IS5l en el cromosoma
- de diferentes Entercbacterias.

Cepa Género y especie Nimero de copiaé
de ISl por cromo
’ soma 2
‘w3110 E. coli 7.0P
GM31/pBR322::151 E. coli 45,3
GM31 E. coli 6.8
Su696 5. typhimurium .0
Su696/R100 S. typhimurium 12.5
MS8821 ;? §. typhimurium 8.8
MSH101 Sh. scnnei 56.4
MSH40 Sh. flexneri 41.6

4 Estos valores se calcularon a partir de las cpm de cada
punto de la hibridizacifén DNA-DNA (ver texte) y represen
tan el promedio de cinco cexperimentos.

b El nfimero de copias de ISl por cromosoma de la cepa W311i0,

7 copias (72 }, fué el utilizado como control.
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E, coli, aungue otros autores no han encontrado ISl en el cromosoma
de bacterias de este género (66,72).

Como se puede ver, los tres géneros de enterobacterias estudia-
dos presentan diferencias entre sllos. El g&nero Shigella presenta va
lores altos, de 40 a 60 copias de ISl por cromosoma, mientras gque E.
celi tiene un valor promedio de 7 copias. En cuantc a las cepas del
génerc Salmonella se encontré una cepa gue si contiene ISl en el cromo
soma (B copias)}, mientras gque el restoc como se esperaba, no tienen es-

.

ta secuencia.

En general el ntGmero de copias de las cepas estudiadas, correla-

cicna con los reportados por otros auvtores.

3. Obtencifn de una cepa de Sh. sonnei libre de plésmidds.

-~

Para estudiar el comportamiento de la ISl en diferentes gé&neros
de enterobacterias es preferible contar con cepas sin plé&smidos, sin
embargo, las Shigellas analizadas presentaron mis de un plasmido,
principalmenté de bajo peso molecularx.

Para obtener una Shigella sin plismidos, se selecciond la cepa
MS8H101l que ror curacién con bromuro de etidio, perdid un plésmido
grande, pero afin contenia varios pequefios. Para eliminar estos pldsmi
dos se eligieron tres estrategias experimentales gue en E. coli permi
ten eliminar pldsmidos tipo ColEl: A} Introduccién de la mutacién pol
Al: B) Incompatibilidad con plédsmidos tipo ColEl y C) Curacidn por tra
tamiento con diferentes compuestos. Estas estrategias se eligieron ya
que los plismidos pequefios de Shigella hibridizaron con DNA del pBR322,
cuyo origen de replicacidn es similar al de ColEl, ademds la mayoria
de las ghigellas fueron productoras de colicinas. Esto permitié suponer

que los plasmidos de Shigella podrian ser tipo ColEl.
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A) Introduccibtn de la mutacidén polAl en MSHIOI.

"La-introducciﬁn de esta mutaci&n (mutacién tipo ambar en el ge-
ne de 1a’bNA polimerasa I}, en cepas de E. coli gue no tienen genes
suprescores ambar v contienen plismidos tipo ColEl, induce su curacibn,
va gue la replicacidén de estos pldsmidos depende de la DNA polimerasa
I. Por lo tanto, primeramente se estduié si MSH101 tenia genes supre-
sores., Esto se probs introduciendo por conjugacidn el plismido pLM2
a la cepa MSH10l, Este plasmido confiere resistencia a Ap v Te tGnica-
mente en cepas con supresores ambar. Los resultados mostraron que
MSH101l no contenia este tipo de supresores (Tabla 4).

La ausencia de supresores en MSH101 se comprob8 tambi&n con fa-
gos Td: T4 silvestre, T4 amN50 y T4 amiN58B. La infeccidn con los fagos
NSd y NS5B en cepas con supresores, induce la producciétn de fagos y la
lisis bacéﬁriana; en cepas sin supresores la produccidén de fagos y
lisis celular se encuentran muy disminuidos.

Al propagar el fago T4 por primera vez en la cepa MSH10l, se ob
tuvieron titules bajos en relacifn a los obtenidos en las cepas de E.

coli (Tabla 5). Esto no se esperaba, ya gue se ha reportado que los

fagos T4 propagados en E. ceolil, al pasar a Sh..dysenteriae se propa-
gan eficientemente, ya gque neo actuan scobre ellos los sistemas de mo-
dificacidén—-rostriccidn (88). Para aumaentar el titulo, el fago se pro-
pagd en la MSH101, Tabla %, con esto se obtuvo un titulo alto en §Q£f
gella. Sin cmbargo, los fagos propagados en Shigella, titulan un poco

més bajo en E. coli en comparacibn a cuando son propagados en la pro-

"

Para propagar a los fagos N50 y N58 se utilizd la cepa MSH101
pero con RP4::s5ulll, este plismidec contiene un supreésor ambar gue
permite gue estos fagos puedan replicarse.

Los fagos T4, N50 y N58 propagados en Sh. sonnei y con un titulo
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Tabla 4.- Deteccibdn de supresores geﬁéticos ambar en 1la
cepa MSH10l de Sh. sonnei utilizando el pl&smido pLM2.

Cepa Resistencia celular a
Tc Ap Km
CA13/pLM2 -a - + )
CAl3.1/pLM2Z + + + &
MSH101/pLM2 - - +
2 Los sfmbolos + ¥ — indican resistencia y sensibilidad

al antibi&tico, respectivamente.



' Pabla 5.- Titulacién del fago

T4 en E. coli v Sh. sonnei.

Cepa Titulo de T4
{(ufp/ml)
A B c
=
C600 : 2.69x10%+% 1.06x10° 7.48x10°
7 8 8
MSH101 2.18x10 5.10x10 1.69x10

{A) T4 propagado en C600; (B)
(C} T4 propagadc por segunda

T4 propagadeo en MSHI101;
ocasidtn en MSHiO0Ol1.

51
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elévado ée utilizaron para probar supresores en $h. sonnei. En la
Tébla.ﬁ, se'pu?de observar que en la cepa MSH101 unicamente se propa
 96 élffagd T4,.los fagos con mutaciones ambar se propagaron sSlo en
la éépaICUn RPd::EE;II. En las cepas de E. coli control sucedi6 lo
ﬁismo, los fagos con mutaciones ambar se propagaron mids eficientemen-
'te.cuando la cepa contenia supresores.

7 Los resultados de los experimentos con pLM2 y con los fagos T4
mostraron gue la cepa MSH10l no contenia supresores gen&ticos tipo
.ambar, lo que permitid construir la cepa MSH10l polAl pox transduc-
cién.con el fago Pl, Se empez6 a partir de la cepa W31l1l (peolaAl}; pa
ra poder seguir el gene se necesitaba un marcador genético ficil de
seleccionar. Para esto se utilizé la cepa MX902 (glnG74::Tn5), ya qgue

los genes gln se encuentran muy cerca del gene polAl en E. coli y el

-

r
Tn5 confiere resistencia a Km. Se propagS P1 en la cepa MX902, paste- ¢

riormente se infectd con estos fagos la cepa W3lll y se seleccionaron
las cepas Km®. En estas cepag se detectd la mutacidn polaAl por la
prueba de MMS (ver Material y MEtodos). De esta manera se obtuve la
cepa 3112 (W3111 polAl glnG74::Tn5). A partir de esta cepa y con el
mismo procedimiento y sceleccifn se obtuvo la cepa MSH102 (MSH101 polAl
glnG74::Tn5}, Tabla 7. Cabe mencicnar que en algunas colonias el fago
P1 lisogeniz& a la cepa MSH101, Figura 3A, 1o gue implica gue revir-
tié la mutacibén vir a de Pl, gue lo hace un fago litico.

A pesar de que la prucba de MMS indicd que la cepa MSH102 es una .
cepa polAl, se realizaron otras pruebas para confirmar esto. Una de
ellas, fue introducir por conjugacitn el pl&smido RP4::5ulll para re-
vertir la mutacién ambar polAl. Sin embargo, no se obtuvieron conju-
gantes con la cepa MSH102., ESto fue imprevisto ya gue el RP4 si penc-
trd en la cepa MSH101 y en la W311l2:; en ésta filtima la mutacidn Eglﬂl

se revirti6 con el RP4::sulIl (Tabkla 7), por lo gue la mutacidn ambar
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Takbla 6.- Deteccidn de genes supresores ambar en la cepa
MSH101 (Sh. sonnei)}, con fagos T4.

Cepa Propagacién de
748 N50 N58
cAl3 : ' +P + +
cal3-1 ra + + +
&
MSH101 + - -
MSH101/RP4::sUulll + + +
=1

El fage T4 utilizado se propagé en la cepa MSH101 y los
fagos ambar N50 y N5B en la MSH101/RP4::sulll antes del
experimento.

Los signos + y - indican respectivamente propagacifn o

no de los fagos respectivamente.
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' Tabla 7.- Caracterizacibn de la cepa MSH102 polAl. -

Cepa - = Genotipo -  Resistencia Frecuencia de
' ' importante ¢ a Mms? transformacién
con el plésmido
pDS1109°
{cel/ml)
w31io silvestre . 2.75x10"°
w3111 polal - N.D.®
wW3l1i2 polal glnG74::TnS - 0]
W3112/RP4::5ulll + N.D.
MSH101 silvestre + : 3.00x107°
MSH102 polal glnG74::Tn5 - 1.20x107°
a

Los signos + y-— indican si la cepa crece o no en el medic de
MMS al 0.4%,
b El plasmido pbS11095 es un derivado del ColEl por lo tanto ne-

cesita DNA polimerasa I para su replicacidn.

¢ No determinado.
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- polAl de la que se partif estaba bien.

-

_dﬁﬁ oﬁfo experimento, se transformaron las cepas polal vy silves-
£ré.éon_éi plasmido pDS51109, gue reguiere DNA polimerasa I para su
;éplicaciﬁn. En la Tabla 7, se puede observar gue en la cepa de E.
Séli.Silvéstre hubko transformantes, mientras gue en la cepa polAl no
sé obtuvieron. En el caso de Shigella se obtuvieron transformantes
.tanﬁb en la cepa silvestre como en la polAl aunque en ésta Gltima 1la
eficiencia fue la mitad de la primera.

| El que este plésmido se replicara en la cepa MSH102 podria sig-
nificar gue la mutacién polAl no estd presente o que se expresa dife
rente en esta cepa, en comparacifn con E. coli., Para ver si el féné—
meno se debia ﬁnicamente a que no habian transcurrido las generacio-
nes suficientes para gue la mutacifn ejerciera su efecto, se estudid
la estabilidad del plésmido pbsS1i09 en MSH102,

La estabilidad del pldsmido pDS1109, se midisd siguiendc la resis
tencia a Ap, de cé&lulas en crecimiento exponencial durante varias ge
neraciones, sin_presién selectiva. Como se puede apreciar en la Figu
ra 7, despufs de 80 gencraciones un 36% de las c&lulas polAl habian
perdido el plasmido, mientras que en la cepa silvestre el pldasmido
se mantuvo on un 100% de las c€lulas después del mismo nimero de ge-
neraciones. Con esto se comprchd gue cfectivamente se tenia una cepa
de Shigella con la mutacidn polaAl.

La pfrdida del pléasmido pDS1109, debif verse acompanada con la
pérdida de los plismidos pequenos de Sh. sonneil, si es que su repli-
cacidn depende de la DNA polimerasa I. Para confirmar esto, a partir
de las cepas gue se crecieron por 50 generacione;\y que perdieroq el
pldsmido pD51109, se cbtuvieron lisados claros para visualizar sus

pliasmidos por medic de elctroforesis en geles de agarcosa al 1%.
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figura 7.~ Estabilidad del pl&smidao pDS110% en la cepa MSH102
(Sh. sonnei polal) . La estabilidad se determingd siguiendo
la resistencia a Ap. (—&—) MSH101/pDs1109; (O—) MSH1l02/
pDS1109. ‘
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En la Figura B, se puede apreciar en los carriles {(d) y (e) la
ausencia del plasmido pDS110% en dos colonias diferentes de la cepa
MSH102/pDS1109, después de 90 generaciones; sin embargo, al comparar
estos.ﬁiémos carriles con el carril (a), se ve gue todos los plasmi-
dos.pequeﬁos siguieron presentes en la Shigella, lo cual indica gque
los_plésmidos pequefios de Sh. sonnei se replican independientemente
de la DNA polimerasa I, a diferencia de los pladsmidos estudiados en

E. coli, gue si necesitan de esta enzima.

B) Eliminacidn de pléasmidos por incompatibilidad.

En este caso se transformd la cepa MSH101l con el plismido pDS-
1109 y se crecid poxr varias generaciones presionando para este pl&s-
mido con Ap. Para-seguir el procesc de incompatibilidad se detectd
la produccidn de coliciqgs. El pléasmido pDS1109% es un ColEl gue tie-
ne insertado el Tnl, l¢ cual ocasiona gque no produzca la colicina E1,
pero si confiere inmunidad a &sta. De tal forma gue las Gnicas coli-
cinas detectables son las producidas por los plismidos de Shigella,
Despué&s de 90 generaciones la cepa MSH101/pDS1109 seguia produciendo
colicinas, lo cual indicaba que el procesc de incompatibilid?d no
habia funcionado. Para comprobar esto, se hizo un lisado clarco de la
cepa a las 90 generaciones, la electroforeresis del mismo se muestra
en la Figura 8, carril (b). Como se puede observar, no se perdié nin
guno de los plasmidos de Sh. scnnei, por lo tanto, estos son compati
bles con el plasmido pbS1109 a pesar de su posible homologia en la
regién del origen de replicacidn.

Por otro lado las colicinas producidas por la Ebpa MSH101, matan
por igual a las cepas C600 y a la C600/pDS1109, lo gue indica gue las
colicinas producidas por MSH10l no son del tipo El va gue si se tra-

taran de este tipo, la cepa C600/pDS1108 no hubiera muerto debido a
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Figura 8.- Comportamiento de los plé&smidos pequerios de Sh.

sonnei en una cepa pelAl. Gel de agarosa al 1% de lisa-
dos claros de las siguientes cepas: a) MSH10l1; b) MSH

101/pDsS1109; ¢), d), =) MSH102/pDS1109; f£) C600/pDS1109.
Los lisados de las cepas de los carriles b,d y e se ob-
tuvieron despufs de crecerlas durante 90 generaciones

en fase exponencial; los lisados de los carryriles a, c y
f se obtuvieron de cultiveos de toda la noche. Cr, banda

de cromoscoma.
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la inﬁuﬁi&éd conferida por el plasmido.
| é)uburécién de la cepa MSH101 con sustancias guimicas y antibid

Cedesb

La.curacién de la cepa MSH10l1l se realizd& utilizando las dosis
subletéles de bromuroc de etidio, naranja de acridina, rifampicina,
novobiocina y trimetoprima, encontadas en el laboratorioc para esta
cepa. En la figura 9, se puede apreciar el gel de agarosa al 1% con
los lisados claros de la cepa MSH101l después de ser tratada con las
diferentes sustancias. En ningGn caso se tuvo pérdida de alguno de
los plé&smidos.

También se estudis la produccidn de colicinas como una pruebka
de la pé&rdida de loé pldsmidos. Unicamente cuando se tratd con novo-
biocina se produjeron al£§;aciones. La MSE10l produce normalmente ha
los de inhibicdn grandes; con el tratamiento de este antibidtico, se
produjeron halos peguefios lo gque podrfia indicar la pé&rdida de un pléas
mido, pero observando los carriles (f) y (g) de la Figura 9, en compa
racién con el carril {e}, no se observa ninguna diferencia, por lo gue
no se tiene explicacidn para ese cambio en el tamaho de los halos.

Después de tratar con estas tres estrategias y no conseguir la
eliminacifén de los plasmidos pequchfios de la cepa MSH101l, se decidis
continuar c¢on la investigacidn utilizando la cepa camo tal, conside-
rando que ninguno de los plasmidos contiene IS51 como se observd ante
riormente (Fig. 3B), por lo que no deberian influir en los experimen
tos planeados.

Cabe hacer notar la gran diferencia gque existe eﬁ£re los plasmi-
dos peguefios de E. coli y los de Shigella, como es su diferente com-
portamiento respecto a la DNA polimerasa I, donde los plé&smidos Shi-

gella no la necesitan para su replicacifn; pertenecer a diferentes
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Figura 9.~ Curaci6tn de la cepa MSH101l, Gel de agarosa al 1%
tefiido con Bromuro de Etidio, con lisados claros de la
cepa MSH10l tratada con diferentes sustancias: a) MSH10;
b) a g) MSH101l. Las cepas se Lrataron con: c) Rifampicina
4.5 pg/ml; &) Bromuro de Etidio 125 pg/ml; e), £f) v g)
Novobioccina 250 pg/ml; e) Cepa productora de halos gran-
des de colicinas; f} y g) Cepas productoras de halos pe-
\queﬁos de colicinas; b) Cepa sin tratar. Cr, banda de

cromosoma.
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grupos de incompatibilidad; producir colicinas de difererente tipo y
no responder de igual forma a las shstancias utilizadas en su curacién.’
También los fagos T4 y Pl presentaron un comportamiento diferen-
te en Shigella; en este género la propagacitén del fago T4 es menor gue
en E. coli, sin deberse aparentemente a procesos de modificacidn-res-—
triccibn.
El fago Pl se obtuvec en forma lisdgena, lo que habkla de una po-

sible reversién del fenotipo wvir a, que lo mantiene como fago litico.

4, Recombinacién de las ISl del pldsmido R100 en entexobacterias

con diferente ntmero de copias de IS51 en el ¢romosoma.

Se sabe que en las cepas de S. typhimurium que no contienen IS1

en el cromosoma, las dos IS&.presentes en sentido directe en el plé&s
mido R100 recombinan con un& frecuencia alta, mientras que en cepas
de E. coli con B copias lo hacen a una frecuencia baja (67,91). El
pl&smido R100 estd formado por dos regiones distintas separadas por
des ISl: el RTF qgue contiene el origen de xeplicacifn y un Tnl0 gue
confiere resistencia a Tc y el r-det gue tiene los genes de resisten
cia a Cm, Su, Sm v Sp. La recombinacidén de las IS1 induce la disocia
citn del R100 en dos moléculas: el RTF vy el r-det,. Este Gltimo no se
replica, asi gque la disociacién del R100 puede seguirse por la apari
citn de c&lulas gque pierden la resistencia a Cm, Su, Sm y Sp, pero
o

gue retienen la de Tc,

Las diferentes frecuencias de recombinacitn de las ISl del R100

en E. coli y S. tvphimurium sugieren un posible efecto represor en
bl

trans de las ISl del cromeosoma. Para poder probar esta hipGtesis se

seleccionaron cuatro cepas con un nGmero diferente de copias de ISl

por cromosoma: Sub96 (S.typhimurium}, cero; MSs2l (5. typhimurium),
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ocho; W311l0 (E. coli)}, siete y MSH101 (Sh. sonnei}, 56. A estas cepas
sé les introdujo el plismido R100 por conjugacifn y posteriormente se
creciéron sin presién selectiva por 125 generaciones. La recombinacidén
de las ISl del R100 se determind, analizando periédicamente la resis-
tencia a Cm, Su, Sm, Sp y Tc, de las cé€lulas en el cultivo. En el ca-
50 de la cepa MSS21 fue necesario relizar algunos experimentos antes.
Esta cepa originalmente contenia varios pldsmidos y era resistente a
Su, Sm y Tc, de manera gque el inico marcador del R100 gue podia deteg
tarse era la resistencia a Cm. Por curacibn con una mezcla de bromuro
de etidio y naranja de acridina, se obtuvo una cepa sensible a Su y Sp
vero resistente a Tc. En la Figura 10 carriles (a) y (b), se puede ver
gue la cepa perdid algunos pldsmidos peguefios perc no el grande, por
lo tanto el debe portar el gene de resistencia a Tc. Esto impide detexr
minar la prescncia del RTF derivado del R100 por la resistencia a Te.
En la cepa MS5821 curada (MSS211}, la pérdida de los marcadores de re-
sistencia a Cm, Su, Sm y Sp del R100 podria a la recombinaciétn de sus
ISl o a la pérdida total del pldsmido. La principal causa por la gue
el R100 podria perderse es gue fuera incompatible con el plismido
grande de la MS$S211,

Para determinar si existia incompatibilidad, se introdujo el plas
mido pRTF-2, gue e¢s un derivado del pl&smido R1-19 v gue confiere re-
sistencia a Tc (Tnld) y Km (Tn5). Este pldsmido es del mismo grupoc de
incompatibilidad del R100. Los dds pliasmidos, el pRIF-2 y el grande
de MSS211 se mantuvieron estables en esta cepa, lo gue implica gue son
compatibles (Figs. 10 y 11} . Este resultado permitif realizar el expe-
riment; de recombinacifn de las IS1 siguiendo unicamente la resisten-
cia a Cm, Su y Sp.

.

Como puede verse en la Figura 11, en E. coli y Sh. sonnei, las
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Figura 10.- Estabilidad del pl&smido R100 en la cepa MSS21.

Gel de agarocsa al 1% tefiido con Bromuro de Etidioc que con
tiene los lisados claros de las siguientes cepas: a) MSS
21; b) MSS211; c)} MSS211/pRTF-2; d) y e) MSS211/R100; £)
y g) Su636/R100. Los lisados de e} y f) se cbtuvieron des
pu€s de c¢recer las cepas por 125 generaciones en fase ox-
ponencial. Los demés lisados son de cultivos de toda la
noche. Cr, banda de cromocsoma.
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Figura 1l1.- Estabilidad del plasmido R100 en diferentes Entero-
"bacterias, con distinte nmero de copias de la secuencia Is)
en el cromoscma. (—[P— ) MSH101/R100; { —O— )} W3110/R100;

(=% ) Su696/R100; (A~ ) MSS21/R100; (—13— ) MSS21/pRTF-2.

La estabilidad del plasmidce R100 se estudid siguiendo la re-
sistencia a Cm, Sp, 8Sm y Su. Para la estabilidad del pRTF-2
se siguid la resistencia a Km.
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Isl del RlOD no recomblnaron, mientras que en las dos S. typhimurium,

1ndependlentemente de la presenc1a o ausencia de IS5l en el cromosoma,

.esta recombinacidn fue elevada. En las dos cepas de Salmonella se ge

‘f_neraron células que perdieron el r-det, quedando unicamente el RTF

.(Flg 10, carrlles ey £).

7_ Estos resultados demuestran que la presencia o ausencia de ISl
7ﬁén él cromosoma no influye en la frecuencia de recombinacidn de otras
ﬂ IS1 por lo gque posiblemente esta frecuencia estd determinada por o-

tros factores de la cé&lula hué&csped,

5. Frecuencia de formacidn de cointegrados y de transposicién
de ISl y de Tn9 en cepas de enterobacterias con diferente nfimero de

copias de ISl en cromosoma-

-

-,

"2
La diferente distribucibn de ISl en bacterias de géneros evolu-

tivamente préximos, como yva se menciond, puede obedecer a distintos
factores. Uno de los factores mé&s importantes es la frecuencia de mo
vilizacibn de esta secuencia en esas bacterias, que podria estar re-
gulada por la presencia de factores difusibles producidos por las se
cuencias IS51 presentes en el medio. Para estudiar este factor, se cuan
tific6é la frecuencia de formacifn de cointegrados inducidos por ISl
asi como la frecuencia de formacién de cointegrados, transposicién
simple ¥ transposicidn inversa inducidos por Tn3, en bacterias que 4i
fieren en el ntmerc de IS1 a nivel cromosomal.

El Tn9 estd formado por un gene de resistencia a Cm y dos IS1 en
sentido directo. En el caso de I51, como esta secuencia no tiene un
marcador fidcilmente seleccionable, es dificil cuantificar su frecuen
cia de transposicién.

Para determinar estas frecuencias, se utilizaron los plé&smidos
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pBR322::IS1 (Ap®, Tc®), pBR322::Tn% (Ap®, cm®, Tc¥) y el plasmido

' conjugativo pOX38Km, cue eé.un'derivado del plé&smido F al que se le
deletaron las secuencias IS52, IS3 y el Tni000 (v y se le cloné
el gene'de Km®.

Los pldsmidos pBR322 son plismidos no conjugativos 'y no movili
zables, de manera gque los marcadores Apr, cmt Y re® pueden pasar éor
conjugacién unicamente a través de la formaci®H#n de un cointegrado
con un plasmide conjugativo o por transposicién de Tn9 o del pBR322
flangueado por IS1 (transposicidn inversa), a un plismido conjuga-
tivo (Fig. 12). Los cexperimentes se hicieron con las cepas CE00 (E.

coli), Su694 (S. typhimurium} y MSH101 (Sh. sonnei). A estas cepas

se les introdujeron los plédsmidos pBR322::I51 o pBR322::Tnd por
transformacitn y el pOX38Km por conjugacidn. Como cé&lulas recepto-
ras se utilizaron las mismas cepas pero resistentes a Nal y Sm: C700,
Su7%6 y MSH1Q3, )

Para la identificacifn de los eventos se siguif el esquema mos
trado en la Figura 12, En el caso del pBR322::I51 cuando se lleva a
cabo la formacifén de cointegrades, la cepa receptora adquiere resis
tencia a Km, Ap y Tc. Con el pBR322::Tn92, se pueden identificar tres
eventos: la transposicifén simple del TnS, que‘genera una molé&cula
gue confiere resistencia a Km y Cm; la formacidn de cointegrados,
donde se cbtiene una molécula que confiere resistencia a Km, ap, Tc
vy Cm; finalmente la transpcsicfﬁn inversa gue origina una molécula
que confiere resistencia a Km, Ap y Tc,

En el‘Faso de la E. coli y la Salmonella los experimentos con-
trol llevados a cabo con pBR322 no presentaron el problema de movi-
lizacidn del pl&asmido. Sin embargo, en el caso de Shigella, las ce-

pas transconjugantes crecieron en los medios de seleccifSn con Ap ¥y



FORMACION DE COINTEGRADOS

pBR322: 1151

TRANSPQSICION SIMPLE

pOX38 Km

FORMACION DE COINTEGRADOS

pBR322. 1 Tn2

Figura 12.- Esguema para la identificacidén de ecventos
obtenidos durante la transposicién de IS1 & Tn9.
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Tc. Es£o poéria 5bédecer.a”1ﬁ pfeséncia de dos mutaciones simults-
neaéfeﬁ la cepa receptora, lo cual es un evento de frecuencia may
. baja (10”12.— 1071%) o bien a la movilizacién del plismido pBR322.
Eéte pl&ésmido puede ser movilizado si en la bacteria existe otro
plasmido movilizable gue lo compleémente. Esto es posible debido a
cue pBR322 tiene el sitio pero no la proteina de movilizacién (23).
Como la Shigella tiene una gran cantidad de plismidos pequefios que
pueden ser movilizables y gue ademds hibridizan con el pBR322 en 1la
regién del sitio bom (33), lo m&s probable es que el pBR322 es com-
plementado llev&ndose a cabo la movilizacién. Por lo gue se decidid
utilizar una bacteria receptora Eglé—, de manera que si el pBR322 es
movilizado, no se repligue.

Se utilizé como cepa receptora la MSE104 que es polAl. En este
caso,el ntimero de c€&lulas gque crecieron en el medio con Ap y Tc fue
casi de cero; para calcular las frecuencias, el ntmerc de colonias
gue se obtuvieron en los experimentos control con pBR322 se restaron
al de los experimentos problema.

Para calcular las diferentes frecuencias de los eventos estudia
dos, se hizo una divisidn del ntmeroc de cflulas gue crecieron en los
medios de seleccidn entre el total de células conjugantes. El primer
valor en el caseo del Tn2 fue objeto de una correccidén debido a gue
como se ve en la Figura 12, en el medio gue se utilizd para seleccio
nar la transposictn simple o inversa, pueden crecer ademis bacterias
gue contengan cointegrados. Por tal motivo el nimero de colonias ob-
tenidas en el medioc para seleccionar la formacidn de cointegradoes,

~
se restaron al obtenido en los medios de seleccifn para transpesicifén
simple o inversa. El scgundo valer se obtuvo al determinar el nfmero

de c&lulas receptoras resistentes a Km, que es la resistencia que



69

confiere el pOX38Km.
' La frecuencia de formacidn de cointegrados para la ISl, se mues-
tra en la Tabla B, Como se puede observar, el evento es mds frecuente

eﬁ_s} typhimurium, lwego en Sh. sonnei y por iltimo en E, coli. La di

_ferencia entre S. tyohimurium y E. coli fue de 80 veces, mientras gue

entre Salmonella y Shigella fue unicamente de 3 veces.
Los valores que se obtuvieron para el Tn9 se muestran en la Tabla
9. Al igual gque con la IS1l, el total de eventos analizados fue mayor

en la 5. typhimurium cue en las otras entercbacterias; 1la diferencia

cén Shigella fue de 256 veces, mientras gque con E. coli fue ge 104
veces,

Los resultados anteriores mueétran que la frecuencia de eventos
estudiados, mediados por ISl, es menoxr en los dos géneros gue tienen

Fd

ISl en el cromosoma (Escherichia y Shige¥la)l qgue'en Salmonella gque ca

rece de esta secuencia. Esto sugiere que ISl, al igual gue otros EGM
(Tni, T™nS y TnlQ) (7,10,29), codifica para un represor gque inhibe su
propia transposicidn.

Sin embargo, la frecuencia de eventos es mencor en E. coli que en
Shigella, a pesar de que la segunda tiene un ntmero mayor de ISl en
el cromoscma.

Por otro lado, si se supone gue ISl o Tnf siguen un mecanisme de
transposicitn replicativa y gue esto implica la formacifn dec una mo-
l&cula intermediaria, la conal dapende de las transposasas y de protel
nas del huésped implicadas en replicacidn, a mayor replicacién habra
mavor frecuencia de eventos, pero ademis se favorece el evento de for
macibn de cointegrados y disminuyen los eventos de transposicidén. S;
se observa la Figura 13 y la Tabla 2, se puede ver gue tanto en E. co-
li como en Shigella, las frecuencias de los eventos de transposicidn

son mayores gue la formacién de cointegrados, mientras gue en Salmone-

i L g Ay A



Tabla 8.- Frecuencia de formacibn de cointegrados de la
en diferentes Enterobacterias.?®

1s1

Enterobacteria Formacitn de cointegrades
E. coli 2.15x10 7
Sh. sonnei 5.93x%10”°
S. typhimurium “1.75x1067°
a

Los valores son un promedio de 5 a 8 experimentos.
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Tabla 9.~ Frecuencias de transposicifén simple, formacién de coin
tegrados y transposicién inversa del Tng en diferentes Entero
bacterias.a '

Enterobact@rias Transposicién Formacidn de Transpocsicidn Total de
' ' simple cointegrados inversa eventos
E. coli 6.56x107" 2.01x1077 3.72%x10 7 1.27x10°6

_ . -5 -6 -5 -5
-Sh. sonned 2.91x10 9.65x10 1.05x10 4.92x10
S. typhimurium 3.23x1073 6.22x10"3 3.15x1073 1.26x1072

a

Los valores son un promedio de 5 a 8 experimentos.
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lla se tiene lo contrario, la formacién de cointegrados es mayor gue
los eventos de transposicién. Por lo gue también es factible gue la
regulacidn de los eventos mediados por ISl, se deba a factores del
huésped aunados a productos difusibles codificados por la propia se
cuencia.

También se obtuvo una cepa de Salmonella rechA (SuB96), utlizan

do a la cepa Su6%6 como receptora y a la cepa MA766 Hfr recA Tnl0,
como cepa donadora, en esta cepa el Tnl0 se localiza muy cerca de
EEE&#r de manera gue seleccionandoc para Tt y postericrmente con la
prueba de Nitrofurantoina se obtuvo la cepa Eggéf.

En esta cepa se estudiaron los eventos de transposicidn simple
y formacién de cointegrados del Tn2%. Para el primero se encontrd una

frecuencia de 7 X 107> y para el segundo de 1.39 X 10”4, se obtuvo

una disminucidn ei}la frecuencia de aproximadamente 45 veces en rela
cisn a la EEEéf' esta disminucién es similar a la encontrada en ce-
pas EEE&? de E. colil en relacitn a las cepas EEEE% (72,74}, Sin em-
bargo, la relacidtn de los eventos fue la misma gue en la Su696; esto
es, la formacidn de cointegrados es el doble de i% transposicién.
Esto indica que los sistemas de recombinacidn homdSloga en Salmo-

nella al igual gue en E, celi, no influyen de manera significativa

en los cventos mediados por IS,
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DIsSCUSTION

La presancia de més de una ISl en el cromosoma y/o en los plis
midos, puede generar diverscos rearreglos moleculares, ya sea por re
combinacidén homSloga o por transposiciSn. La dinimica de intercam-
bio de ISl cntre el cromosoma bacteriano, fagos y pliasmidos, asi co
mo el intercambio de estos Gltimos entre diferentes especies e inclu
s0 géneros de bacterias tenderia a generar un incremento en el nfime-
ro de EGM asf! como su diseminaci&n entre las bacterias.

Para profundizar en el conocimiento de la dinfmica molecular de
la ISsl, se estudid esta secuencia en entercbacterias con un ntmero

diferente de copias de esta secuencia en el cromosoma: Escherichia,

Salmonella y Shigella.

La cuantificacidn del ntmero de copias de ISl, presentes en dos
cepas de Shicella y dos cepas de Salmonella aisladas en Mé&xico mos-

tr5 que el nimero es similar (cerc copias para §. typhimurium y mis

de 40 para ghigella) al reportado para cepas de estos géneros aisla
das en otros paises, Sin embargoe, en este estudio se encontrd una

S. typhimurium con aproximadamente 8 copias.

Estos cdates sugieren gque el nfimero de copias de esta secuencia

esti bajo aljglin tipo de regulacidn, la cual es diferente en cada g&-

nero. La aucszncia de ISl en la Q§yoria de las Salmonellas analizadas
por otros grupos y en este trabajo, no se debe a una baja frecuencia
de transposicifn de IS81 en este g€nero, ya gue como se muestra en las
Tablas 8 y 9, incluso esta frecuencia es mis clevada cn cste género

gue en Escherichia o Shigella. En Salmonella tambi&n la frecuencia de

recombinaciZn de dos ISl en sentido directo localizadas en la misma

molécula es nis elevada (Fig. 1ll) . Estos datos, m8s el hecho de que
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una cepa de S. typhimurium presenté 8 copias de ISl sugieren que po

siblemente el género Salmonella surgif evolutivamente después de Es-

cﬁerichia y Shigella, por lo que aln no ha llegado al punto de equi
librio que define el nfimerc de copias de IS&,'que serd caracteristi-
co de este género.

- Otro factor que puede influir en la cinética de diseminacién de
IS1 entre diferentes entercbacterias, es su grado de homologia gené&-
tica ya gue €sta contribuye a determinar la eficiencia de intercam-
bio genético entre las bacterias. Esta homologfa es mayor entre Es-

cherichia y Shigella gque entre estos dos g€neros y Salmconella.

.El andlisis de la distribuci6n de las copias de IS1 en Shigella
mostrd que en la mayorfia de las cepas, las ISl se localizan princi-
palmente en el cromosoma. En tres cepas de once analizadas, se encon
tré ISl en un pléasmido grande y unicamente en una cepa, plésmidos pe
quefios tenian IS1l. Estos datos reflejan indirectamente la cinética
de movilizacifén de IS51 entre el cromosoma y los plasmidos en Shigella.
Una cinética rfpida de intercambio principalmente entre el cromosoma,
gue contiene un alto nfimero de copias de I8l y los pldsmidos peque-
fios gue a su vez tambifn se encuentran en un ntmero alto de copias,
generarfia el que estos adquieran ISl, ya sea por transposicifn sim-
ple o por medio de transposeones compuestos. Estos transposones com-—
puestos podrian estar formados poxr dos IS1 gue flangquearan a la dis-
tancia adecuada a genes cromosoﬁ;les.

La ausencia de I5) en la mayoria de los plé&smidos peguefos, pue
de deberse a gue estos son de aparicidn reciente; que la frgcuencia
de transposicién cromosoma-plidsmide, es menor a la encontrada en es-—
te trabajo, para la transposicifn plismido-plédsmido de una ISl acti-

va en transposicién o bien, a gue la mayoria de las ISl presentes en
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el cromosoma son inactivas.

: En apoyé'de la fltima propuesta estd el reperte de que en Shige-
l&g{las Isl cdnstituyen una familia de secuencias similares, pero no
'idénticés {60,755}, por lo que es peosible gue muchas de ellas sean mu-
- tantes eﬁ transposicibn. Por otra parte, la expresién de algunas IS1
puede estar inhibida por la transcripcién de genes vecinos (12,59).

La distribucidbn de las 181 en las enterobacterias puede deberse,
entre.otros factores, a las caracteristicas genéticas particulares de

cada género. Aungue el grado de homologia DNA-DNA entre Escherxichia

y Shigella es alto (B0-20%}, el ntmero de IS1 y la frecuencia de su
movilizacién es diferente (Tablas 3, 8 y 9).
En este trabajc se encontraron adem&s otras diferencias entre
esteos dos géneros, principalmente en las propiedades de los pl&smi- N
dos pegquepnos y en el comportamiento de los fagos T4 y PlL. -
Los pldsmidos pequeiios de Shigella tienen el origen de replica-
ci6n y el sistema de movilizaciébn similares a los del pldsmido ColELl;
sin embargo, son compatibles con este pldsmido y no reguieren de la
DNA polimerasa I para replicarse. Esto implica que en Shigella los
plasmidos pequefios, se replican por un sistema enzimatico diferente,
al gue utilizan en E. coli para su replicacién los pliasmidos tipo
ColEl. Ademés, los plismidos pequenos de Shigella, codifican para co
licinas diferentes a la colicina El y no se curan con los métodos
que son efectivos para eliminar p&ésmidos pedquenos en E. coli,

La diferencia entre Shigella y Escherichia, también se manifes-

t& en el comportamiento hacia los fagos utilizados, como en el caso
del T4; su propagacién fue menos eficiente en Shigella que en E. coli.
Esto podria deberse a los sistemas de modificacidn-restricecifn, si se

tratara de este proceso, al propagar T4 en Shigella y titular en E.
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coli, el titulo deberia ser menor en E,. céli gue en Shigella, lo cual
no ocurrid, siempre se obtuvo un titulo de 2 a 3 veces menor en §§i§
gella que en E. coli, por lo que esto podria deberse a otors factores.
Otro fago gue present6 un comportamiento diferente fue Pl, que
a pesar de tratarse de una cepa litica, en algunas ocasiones revir-
ti6 a su forma lisbgena en Shigella. Esto podria deberse al gran ndg-
mero de copias de ISl en este gfnero, ya gque se ha reportade gue dos
terceras partes de las mutaciones de P1 se deben a inserciones de es-
ta secuencia (3).
Para estudiar los factores gque influyen en la dinfmica molecular
de la Isl en diferentes enterobacterias, despu&s de determinar su nG-

mero y distribucién en Escherichia, Salmonella y Shigella, se cuanti-

ficaron algunos de los_eygntos inducidos por ISl (transposicién, for-
maciétn de cointegrados y srecombinacidn), en estas bacterias.

La hip6tesis de gue las ISl del cromosoma inhiban en trans la re
combinacién de las ISl del pldsmido R100, puede descartarse, ya gque
esta recombinacidn fue similar en cepas de Salmonella con o sin ISl
en el cromosoma (Fig, 11}, Las diferencias en la frecuencia de recom-

binaci6n de ISl en Escherichia, Salmonella y Shigella, probablemente

se deben a diferencias en la informacidén genética de estas bacterias,
relacionada con la capacidad de recombinar secuencias homblogas.

Los eventos de transposicifn y de formacibn de cointegrados fue-
ron, al igual que el de recombinacidén de ISl, mis frecuentes en Sal-

monella gue en Escherichia y Shigella, lo gue hablarfia de gue en bac-

terias con ISl en cromosoma, se presenta un efecto inhibidor en trans
" ===

de la actividad de esta secuencia. Sin embargo, en el caso de transpo

sicifn y formacién de cointegrados, no se estudid de una manera més

directa el efecto de las ISl del cromosoma. La finica cepa de Salmone-



78

llE_IMSS21) con ISl presentd un plésmido.grande, posiblemente conju-
gativo, nb'curaﬁle ¥y gue confiere resistencia a Te. La presencia de
este plésmido,.impidié tener el sistema de selecciin adecuado para
la cuantificacitn de estos eventos. Las diferencias encontradas, po-
drian explicarse por las caracteristicas geﬁéticas propias de cada
género, aungue es posible gue también influya el ntmero de copias de
IS1 en el cromosoma., En este caso, como se ha descrito para otros
EGM (7, 10, 29), las Isl codificarian para moléculas represcoras de
la transposicién de la propia Isl y de otras ISl, lo gue causaria que
las cepas con un alto nlmero de ISl presentaran frecuencias bajas de
transposicitn.

Por otra parte, el que se tenga una mayor represidn en E, coli
gue en Shigella, no obstante que &sta Gltima tiene 7 veces mis IS1 en
el cromcsoma, puede deberse a la presencia de iso-secuencias de inser
cisn, gque presenten diferencias en cuanto a su acfividad. Como ya se

.menciond antes en esta discusidn, las cepas de Shigella portan una se
rie de ISl que difieren en la secuencia de nuclebftidos en unas pocas
pb, con respectc a la IS51-K de E. coli Kl2.

La ISl presente en el pBR322 utilizado en los experimentos, fue
obtenida de E. coli, por lo gue al ser introducida en Shigella, los
represores ahil presentes tal vez la inhibieron de una manera menos
efectiva, por presentar una secuencia diferente a las ISl que produ-
cen el represor. °

El evento gque con mayor frecuencia se present en Salmonella fue
la formacién de cointegrados, mientras gue en E. coli y Shigella fue

~

la transposici6n tanto simple como inversa.

De acuerdo con el Gltimo medelo propuesto para la transposici&n

de ISl y Mu, se propone gue a ma§0r replicacidn, mayor frecuencia de

eventos, principalmente formacifn de cointegrados.
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Una posibilidad es que la eficiencia de LJI:QMCacién sea mayor
en Salmonella, gue en las otras enterobacterias estudiadas, con lo
que se tendria gue el evento mis favorecido es la formacién de coin

tegrados, mientras que si en E. coli y Shigella la replicacifn es

menor, la transposicitn serfia el evento mis favorecido.

Asi tenemos que la cuantificacién de algunos de los eventos in
ducidos por IS1l, como son la formacidn de cointegrados y la transpg
sicién simple o inversa de Tn9, junte con la disociacién del plasmi
do R100, permitieron profundizar en el conccimiento de la din&mica
molecular de esta secuencia en varias enterobacterias, asi como en

los factores que influyen en ella,.
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CONCLUS IONES

- 1. El1 ntGmero de copias de ISl en el cromosoma de las cepas es-—
tudiadas es de 6-~7 en E. éoli, de 40-60 en Shigella y cero u 8 en
__Sélmonelia. El ntmero pramedio de IS1 en cada g&nero es similar al

de éepas aisladas en diferentes paises.

2. Una cepa de Salmonella present§ 8 copias de IS1 en el cromo
soma, lo cual podria indicarx gue su aparicibdn es reciente en este

género bacteriano.

3. La secuencia IS1 se localizé principalmente en el cromosoma
de las cepas de Shigella estudiadas. S6lo en tres cepas se localizé
también en plismidos. Esto sugiere una baja movilizacidn de la ISl

del cromoscoma a los pléasmidos,

4. Los pliasmidos pequeiios de Shigella tienen propiedades dife-
rentes a los estudiados en E. coli, en especial por no requerir de

la DNA polimerasa I para su replicacitn.

5. La frecuencia de recombinacifén de las ISl del pldsmido R100

resulté ser independicnte ée la prescncia de IS1 én el cxomosona.

6. Los eventos de transposicidn simple, transposicidn inversa
y formacibn de cointegrados tienen una frecuencia mls elevada eén
Salmonella, le siguen en Shigella y por Gltimo en E, coli. Lo cual
A

podria sugerir que las ISl del cromosoma reprimen la frecuencia de

transposicién de otras IS1l. La diferencia entre E. coli y Shigella

puede deberse a que tienen iso-secuencias de insercidn con facili-

dad de represitn diferente.
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