/'/2
S e

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Desarrollo de un sistema de inte~
gracion de genes heterdlogos al
cromosoma de Salmonella
typhimurium

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
BIOLOGO
P R E S E N T A

GUILLERMO PERALES ORTIZ

TESIS COH

iy 1T ADNIRK o
FALLA DE ORIGES México, D. F. 1992.

F:.x:-xx._:;.:;!




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



———E—— —e—secrssamwarn < ONTENI DO

Resumen . . . 3

Introduccién

Generalidades de Rotavirus P,
-Importancia clfnica Y
-Datos histéricos e e e e e e e e e e T
-BEstructura T -
-Caracterizacién xnmunologlca B T S

Vacunas . . . - 14
-Salmonella cyphxmutium atenuada como acarreadora ‘de
ant{genos heterélogos . . . 16
-Expresién de genes hecerélogos en s cyphimurium. . . . .18

Objetivo
-Objetivo general . . . . . 23
-Estrategia . . . . . .23

Material y Métodos
-Cepas y plédsmidos utilizados . . . . . . 26
-Medios de cultivo y antibidticos . . . . . .
-Purificacién de pldsmidos . . . . .
-furificacién de DNA cromosomal bacteriano . . . .27
-Geles para electroforesis =
~Recuperacién de DNA a partir de geles de agarosa . :
-Reacciones de digestién con enzimas de rastricci(m . .
-Reacciones de Ligasa y Klenow . . . . .
~Transformacién en E. colli . . . . . . 28
-rransformacién en S. typhimurium . . . 29
-Obtencién y titulacién de fago P22 trasductam’_c . . . .
~Transduccién en S. typhimurium . . . . .30
-Ensayos par2 determinar Temosensibilidad . . . . I
-Seleccién de dobles recombinantes . . . . . 31
-Southern . . . . . . . .t
-Nick Translatién . . . . .03

-Construccién del plésmido psusTc ’ . . . . . 32

[3eY



Resultados

-Construccidén del pldsmido T*-hieG-Tc . .
-Termoestabilidad del pldsmido T-hieG- wc
~-Transformacién en SL5283

~-Transduccién a SL3261

-Caracterizarcidn €L3I241 ”"‘“"du"'“‘-

SL3241 transducidas

~Generacién de dobles recombinantes en SL.32b1 .

-Hibridacién tipo Southern . . .
Discusién . . . . . . .
Bibliografia



Las enfermedades diarreicas no bacterianas que ocurren entre la poblacién

infantil son producidas principalmente por agentes virales pertenecientes al género
Rotavirus. Los dafios causados por estas enfermedades son considerables, tanto en
pafses desarrollados como en pafses en vfas de desurrolls,

El conocimiento bdsico de la estructura, actividad y epidemiologfa de los
rotavirus es importante para c_l disefio de vacunas que prevengan cficientemente
contra la infeccién por estos virus.

Los rotavirus infectan a enterocitos maduros del epitelio intestinal, no estdn
accesibles a los anticuerpos circulantes y diffcilmente pueden ser neutralizados.
Anticuerpos secretorios de la mucosa intestinal son m4s factibles de neutralizar la
infectividad de los rotavirus, sin embargo, hasta ahora no se cuenta con sistemas
apropiados para inducir anticuerpos especfficos a nivel de mucosa intestinal.

Recientemente varios grupos han propuesto la utilizacién de bacterias
patégenas entéricas vivas atenuadas, como vectores de antigenos heterélogos
capaces de inducir una respuesta inmune local con anticuerpos secretorios. La cepa
Salmonella typhimurium aroA, hisG, presenta algunas vémajas para ser utilizada
como acarreadora de antfgenos heter6logos.. Sin embargo el problema de Ia

inestabilidad de los pldsmidos en estas bacterias y la dependencia de antitiéticos
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limitan su utilizacién como vacuna viva, por lo cual es recomendable que la .
informacién de los antigenos heterélogos este codificada en el cromosoma
bacteriano para evitar los problemas inherentes a trabajar con pldsmidos.

En el presente trabajo se realiz6 la construccién de un pldsmido
termosensible que eva ¢l gene que conficre resistencia a tetraciclina (Tc), que es
un marcador ficil de seleccionar y monitorear, flanqueado por regiones
cromosomales del operén de hisG de S. typhimurium. Con este pldsmido se intent6
integrar el gene de Tc al cromosoma de S. typhimurium mediante una doble
recombinacién entre las regiones de hisG del pldsmido y del cromosoma. De esta
manera se puede obtener una cepa intermédiaria que facilite 1a posterior
integracién de genes que codifican para protefnas antigénicas de rotavirus.

Los resultados muestran que la frecuencia de eventos de doble
recombinacién es menor de 10 (reportada previamente), lo cual hizo mds dificil
Ia seleccién de las doble recombinantes con el método utilizado, sin embargo, muy

probablemente obtuvimos bacterias con el plismido completo integrado al

~ 1 i~ A neemembmn Ao - H P 4 1 5
cromeoscma come resultads do cvenios do omvinacidn sencilla.



INTRODUCCION

GENERALIDADES DE ROTAVIRUS

En las dltimas dos décadas se ha realizado un gran esfuerzo por describir,
comprender y eventualmente poder controlar las enfermedades gastrointestinales;
esto como parte de una estrategia mundial para aminorar los problemas de salud
y desnutricién de los pafses en vias de desarrolio.

Las enfermedades diarréicas en humanos son comunes en todo el mundo,
incluso en los pafses desarrollados, pero en los pafses en desarrollo las
gastroenteritis adquieren un significado especial porque llegan a constituir la causa
mayor de mortalidad y desnutrici6én entre la poblacién infantil.

Las gastroenteritis afectan aproximadaumente a 500 millones de niﬂos'
anualmente, de las cuales aproximadamente el 1% son mortales, es decir, cerca de
5 millones de nifios mucren anualmente en el mundo debido a las diarreas.
(Snyder & Merson, 1982).

Ahora s2 sabc Que cstas enfermedades diarréicas ademds de ser provocadas
por bacterias como Escherichia coli, Campilobucter spp., Salmonella sbp. y
Shigella spp., son también provocadas por agentes virales entre los que destacan
los rotavirus, adenovirtus, virus Norwalk, calicivirus, astrovirus y coronavirus. De
todos ellos, se ha reconocido ampliamente a los rotavirus como el principal agente

etiolégico de las gastroenteritis infantiles en todo el mundo. (Flewett, 1974.)



IMPORTANCIA CLINICA

La infeccién de rotavirus es propagada por la ruta oral-fecal y las
manifestaciones clinicas caracterfsticas son vémito y diarrea; en algunas ocasiones
también se presenta fiebre, dolor abdominal e incluso se le han asociado algunos
malestares respiratorios, sin embargo el efecto més grave que se observa es la
deshidratacién.

Otros animales mamiferos y aves de importancia econémica para el hombre
también son susceptibles de contraer diarreas, provocéndoles retraso en el
crecimiento, e incluso la muerte, con las pérdidas econémicas consecuentes.

Se ha avanzado notdblemente en el estudio de los rotavirus y se han
desarrollado métodos para su reconocimiento y diagnéstico, tales como: el
radioinmunoensayo, los ELISA, la aglutinacién en ldtex, las técnicas de
hibridacién de 4cidos nucléicos, etc. Sin embargo, afin no existen métodos
efectivos para prevenir la infeccién por estos virus. De ahf, que el desarrollo de
medidas profildcticas eficientes, econémicas y de ficil aplicacién sea de gran

importancia.



DATOS HISTORICOS.

En 1973, Bishop et al. encontraron y describieron particulas virales, que
llamaron "similares a orbivirus", cuando examinaban al microscopio electrénico
biopsias duodenales de nifios hospitalizados con gastroenteritis aguda no
bacteriana. Este fue el primer reporte en el que se involucraba a partfculas virales
con enfermedudes diarréicas de humanos

Yu antes se habfan reportado trabajos que sugerfan la participacién de virus

en las enfermedades diarréicas de animales. Light y Hodes en 1941-42, realizaron

encuentra en 1963 en el lavado intestinal de un mono vervet, y también Mebus et
al. en 1969 haciendo ensayos con becerros. Pero es hasta el reporte de Bishop
cuando se comienza a dar importancia al estudio de este grupo de virus y se
reconsideran seriamente todos estos trabajos previos.

Hasta 1974, en algunos reportes se hace referencia a estos virus con distintos
nombres, tales como: "virus parecidos a orbivirus”, "agentes parecidos a
reovirus","virus de gastroenteritis infantil” y "duovirus". Flewett et al.. en 1974,
propusieron el nombre de “rotavirus” (del latin rora=rueda), a este nuevo grupo
de virus, ya que en el microscopio electrénico las particulas virales presentan
proyecciones (ue sostienen un ligero borde liso y dan la apariencia de una rueda
de carreta. Este nombre fue adoptado oﬁciuln;,eme a nivel de género en 1979 por

¢

Matthews.



ESTRUCTURA.

Los primeros estudios estructurales de los rotavirus, con microscopfa
electrénica, en 1975 pusieron de manifiesto una simetria icosahédrica, un tamafio
promedio de 65-75 nm y la presencia de dos capas concéntricas dcvproteinas: la
interna y la externa. Las partfculas que carecen de la capa externa, tienen
apariencia rugosa debido a las proyecciones radiales que la unen con la segunda
capa. Las particulas completas, penetradas por tincién negativa revelaron la
presencia de un core interno de aproximadamente 38 nm (Esquema 1),

) Un estudio mas detallado, realizado por Roseto A. et al. en 1979, determiné
claramente que €l mimero de triangulacién era T=13 y que el nimero de
capsémeros del virus era igual a 32, lo que dio fin a algunas controversias al
respecto. Posteriormenie, Prasad et al en 1988, utilizando criomicroscopla
clectrénica y técnicas de procesamiento de imagenes con resolucién de 4 nm.,
definieron la existencia de canales que comunican al core con la superficie extema
y cuya funcién biol6gica no ha sido aclarada adn; asf{ mismo reportaron la
presenciz de 60 proyecciones o spikes de 5-6 nm, repartidas en toda 1a superficic
de la capa externa.

El genoma del virus consiste de 11 segmentos de RNA de doble cadena,
contenidos dentro del core de la partfcula viral, a partir de los cuales se producen
transcritos de RNA mediante la participacién de una RNA polimerasa dependiente
de RNA, que se encuentra presente en la particula viral madura.

Los 11 segmentos genémicos codifican para 11 protefnas, cuyos tamafios est4n



entre 20 y 125 Kd. A cada segmento se le ha asignado un nimero de acuerdo al

orden en que migran en una electroforesis, siendo el nimero 1 €l segmento més
grande y el ndmero 1! el més pequeiio. De las 11 protefnas producidas, 6 son
estructurales (VP) porque estén presentes en la particula viral madura (VP1, VP2,
VP3, VP4, VP6 y VP7), las otras 5 son no estructurales (NS) y sus funciones
estdn involucradas en los procesos de replicacién y maduraci6n.

El estudio de las protefnas estructurales de capa externa, €l conocimiento de
su estructura y funcién, asf como la interaccién entre sf dentro del vims, es
fundamental para entender los mecanismos bésicos de reconocimiento, activacién
y penetracién a la célula huésped. Lo que nos ofrece ademés nuevas alternativas
para el disefio de estrategias para prevenir la infecci6n por estos virus.

Se conocen por lo menos dos protefnas en la cipside cxterna: VP4 y VP7,
pero la importancia de cada una de ellas en los diferentes pasos de la infeccién
viral alin no esta bien comprendida.

Se sabe que VP4 representa el 15% del total de protefna del virién, que tiene
un peso molecular de 88 KDa, que es producida por el segmento genémico 4, que
tiene 776 amino 4cidos, y que es una proteina no glicosilada. Los spikes del virus
estdn formados aparentemente por dfmeros de esta protefna

A VP4 se le han atribuido diferentes funciones, como ser la hemaglutinina
viral (Lizano, M. et. al. 1991), ser la determinante de la especificidad del huésped
del virus y ser la responsable del incremento de la infectividad viral causado por

tripsina. En presencia de tripsina, VP4 se corta especfficamente en los



aminoécidos 241 y 247 (Lépez et al. 1985) dando lugar a dos protefnas llamadas
VPS5 y VP8, que corresponden al extremo carboxilo y amino de la protefna VP4
original, respectivamente. Este corte produce un incremento en la infectividad del
virus de hasta mil veces.

Por otra parte, VP7 representa el 30% del total de protefna en el virién. Esta
puede ser codificada por los segmentos 7, 8 6 9, dependiendo de la cepa de que
se trate y tiene 326 aminodcidos (37KDa). VP7 es una protefna glicosilada con
residuos de alta manosa y algunos experimentos indican que VP7 es la protefna
de unién a la célula. Mediante el uso de anticuerpos monoclonales se ha mapeado
una regi6én que va del a.a. 275 al 295 que se cree forma el dominio involucrado

directamente en la adsorcién (Sabara M. et al. 1985).

CARACTERIZACION INMUNOLOGICA.
Los estudios inmunol6gicos dg los rotavirus han contribuido
fundamentalmente en tres grandes 4dreas:

a) En el estudio ultraestructural del virus mediante el anélisis de epltopes de
importancia estructural o funcional, en el virus silvestre o en mutantes de escape
a deterﬁﬁnados anticuerpos monoclonales;

b) En la clasificacién de los rotavirus, puesto que la distincién en é’upOS,
serotipos y cepas estd basada en caracterfsticas inmunolégicas. Se han descrito seis

. distintos grupos de rotavirus (del A al F), entre los cuales no hay reaccién
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cruzada. Los rotavirus de los grupos A, B y C se han encontrados tanto en
humanos como en animales, mientras que, rotavirus de los grupos C, D y F sélo
se han encontrado en animales. Sin embargo, los rotavirus del grupo A son los
més frecuentes en humanos y todos los datos generales que se describen e€n esta
tesis se refieren a rotavirus del grupo A.

Dentro de cada grupo, los virus se clasifican en serotipos, basados
principalmente en la reactividad de las dos protefnas de la cépside externa con
anticuerpos que tienen actividad neutralizante (W.H.O. 1984). En muchos casos,
cuando se utilizan sueros hiperinmunes, esta reactividad est4 dada principalmente
por la VP7, lo cual se explica por el alto porcentaje en el que se encuentra VP7
con respecto a VP4 en la capa externa del virién.

Hasta ahora, sc han distinguido 11 scrotipos distintos dentro del grupo A, y se
puede decir en términos generales que las VP7 de cepas de un mismo serotipo son
muy similares entre sf, pero distintas a las de cualquier otro serotipo.

- En cuanto a las VP4, se ha visto recientemente que pueden ser diferentes entre
cepas del misme serotipo, y que pueden ser muy similares entre cepas de distinto
serotipo. De hecho esto explica la reactividad cruzada entre algunos serotipos
contra un mismo suero hiperinmune.

¢) En el estudio de las regiones importantes del virus en la generacién de la
respuesta inmune humoral y celular del huésped, asf como en el estudio de los
mecanismos de respuesta inmune del huésped ante la infecci6n, para tratar de

entender el proceso de manera global.



VP4 induce inmunidad protectora en animales y es inmunogénica en nifios y
animales. Los anticuerpos monoclonales contra esta protefna son capaces de
neutralizar al virus in vitro (Greenberg HB, et al. 1983)

VP7 es el mayor antigeno de neutralizacién que es detectado por sueros
hiperinmunes (Bastardo JW, et al. 1981, Killen HM, et al. 1982). Es capaz de
inducir anticuerpos neutralizantes cuando se encuentra formando parte de las
particulas virales (Kalica AL, et al. 1981), también cuando se utiliza como
protefna aislada (Matsuno S, et al. 1983) e incluso cuando se utilizan algunos
fragmenios de eiia (Sabara M, er al. 1985b).

Los anticuerpos monoclonales dirigidos tanto contra VP4 como contra VP7
son capaces de neutralizar la infectividad viral in vitro y de proteger pasivamente
a ratones contra la diarrea causada por los rotavirus. Sin embargo, ain no queda
claro cual de las dos protefnas es la mejor para ser utilizada como inmun6geno.
Esto se debe principalmente a que no existe un buen modelo animal para hacer
estudios de proteccién en rotavirus, y por otra parte, a que los sistemas que se han

utilizado para ec o5 mids adecuados.
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VACUNAS

La infeccién por rotavirus se limita al intestino delgado, y especificamente
a los enterocitos maduros quc s¢ encuentran en el extremo distal de los villi. Se
ha visto que anticuerpos neutralizantes circulantes contra rotavirus, no protegen
contra la infeccién por estos virus y se cree que una vacuna efectiva debe
estimular la respuesta inmune local (anticuerpos secretorios en mucosas) para
poder inducir proteccion.

Una posibilidad es el uso de vacunas vivas, atenuadas, dadas por vfa oral. De
hecho, los primeros intentos para desarrollar una vacuna se basaron en el enfoque
Jenneriano, utilizando cepas vivas que infectan y causan diarrea en animales, pero
que estdn naturalmente atenuados para humanos. Tres son los principales
candidatos que se han ensayado més ampliamente: RIT4237, un virus bovino
serotipo 6; RRV-MMU18006, un virus de mono rhesus serotipo 3, y WC3, un
virus Lovino scrctips § (Vesikari T, of al. 1983, Kapikian AZ, et al. 1985, Christy
C, et al .1986).

La cepa bovina RIT4237 mostré eficacia cuando se probé enm pafses
desarrollados pero no ofteci6 ninguna proteccién cuando se probé en pafses en
vias de desarrollo.

La cepa RRV-MMU18006 (RRV) ha sido probada ampliamente pero los
resultados han sido inconsistentes debido principalmente a que s6lo brinda

protecci6n contra serotipo 3.
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Las pruebas preliminares que se hicieron en Estados Unidos con el virus WC3
mostraron que puede ofrecer proteccién contra el serotipo 1. Sin embargo, uno de
los problemas para desarrollar la vacuna contra rotavirus es la existencia de por
lo menos seis serotipos distintos de rotavirus humano, y aparentemente la
resistencia inducida por una infeccién es principalmente homotfpica. Es por ello
que se requiere de vacunas polivalentes para lograr obtener una inmunidad de
amplio espectro (Flores y Kapikian, 1990).

Este problema ha pretendido solucionarse construyendo virus hfbridos, que
lievan la proicing VF7 de cada uno de los serotipos que infectan a humanos y el
resto del material genético, de un virus animal. Estos virus reasociantes han sido
construfdos reemplazando la VP7 de la vacuna RRV por VP7s de rotavirus
humanos de serotipos 1, 2 y 4. Los estudios preliminares con estas cepas no han
mostrardo los resultado esperados y su eficiencia ain no es clara.

La capacidad de manipular los genes con las técnicas modernas de la biologfa
molecular ofrecen nuevas alternativas para disefiar sistemas de proteccién inmune
eficientes, T.os genes que codifican para lag protefnas VF
clonados en pldsmidos y expresados en procariontes como E. coli y en sistemas
eucariontes como baculovirus.

La caracterizacién inmunolégica de estas protefnas ha mostrado que son
capaces de inducir anticuerpos que neutralizan la infectividad viral tanto in vivo

como in vitro.
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Salmonella  ATENUADA COMO ACARREADORA DE ANTIGENOS
HETEROLOGOS.

Varios grupos han propuesto que cepas de bacterias entéricas atenuadas, que

lleven genes heter6logos que codifiquen por los antfgenos protectores d;: otro

~ patégeno entérico, podrfan ser vacunas orales vivas adecuadas para proteger contra

la infeccién causada tanto por la bacteria entérica como por el otro patégeno. En

particular la potente inmunogenicidad de las cepas vivas de Salmonella las hace

candidatas muy atractivas para la construccién de vacunas recombinantes,

egpecialmente censiderands su bien conccida capacidad para inducir anticucipos
circulantes y secretorios asf como inmunidad celular.

Los primeros intentos para utilizar cepas atenuadas de Salmonella como
vacunas vivas orales erplearon mutantes galE de Salmonella typhimurium y S.
typhi. Estas mutantes son sensibles a galactosa y presentan un crecimiento limitado
in vitro (Hone, D. et al. 1987., Germanier y Furer 1975). Sin embargo, la
mutacién que confiere la atenuaci6n a esta cepa, aunque es estable, atin no esta
claramenie identificada.

Posteriormente se reportaron otras mutantes auxotréficas que tenfan una
delecién en el gene aroA, el cual codifica para una enzima de la v{a involucrada
en la sintesis de dcido corismico. Esta vfa es Ia dnica forma en que la bacteria
puede sintetizar compuestos aromdticos esenciales tales como los aminoécidos
aromdticos, la enteroquelina, vfa 2,3 dihidroxibenzoato (DHB), y el 4cido p-

aminobenzéico (PABA), el cual es un precursor para el dcido félico y la sfntesis
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de nt;clcéﬁdos. Las células de mamiferos no poseen esta via y por lo tanto, el
DHB y el PABA no estdn disponibles en sus tejidos, debido a esto cepas aroA
tienen un crecimiento limitado en mamfferos. Estas cepas, probadas en ratones
como vacunas vivas, mostraron resultados efectivos (Hoiseth & Stoker 1981).
Las cepas mutantes aroA de S. typhimuriwn son mas atractivas que las galE
ya que la mutacién esta perfectamente identificada (una delecién) y es
esencialmente irreversible. Ademés de esto las cepas aroA de S. typhimurium estén
altamente atenuadas, ya que la administracién oral de 10" bacterias no causa la
muerte & ratones, mientras que una dosis de 10° bacterias de la cepa silvestre mata
al 100% de ratones en pocos dfas. Sin embargo, las cepas aroA pueden establecer
infecciones limitadas en los ratones, siendo detectadas en bajo mimero en ciertos
tejidos internos como el higado y el bazo. La invasividad controlada de esta cepa
contrasta con otras ccpas atenuadas de Salmonella que estan mutadas en el gene
purd, las cuales establecen dnicamente una infeccién superficial, que involucra
placas de Peyer y la pared intestinal. Esta diferencia en la invasividad entre las

diferentes cepas mutantes puede tener un enorme efecto sobre la inmunogenicidad.
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EXPRESION DE GENES HETEROLOGOS EN S. typhimurium.

En l_a tabla 1 se muestra una lista de algunos de los antfgenos heter6logos
expresados en cepas de Salmonella. Te6ricamente cualquier segmento de DNA
que codifique para un antigeno potencialmente protectivo puede ser clonado y
expresado en cualquier vehfculo vivo, pero en rcalidad ain existen algunas
limitaciones préicticas.

Muchos de los antfgenos reportados hasta ahora fueron introducidos en

Sabmonella utilizende plismidos recombi quc usan sistiemas de expresidén

disefiados originalmente para E. coli K12. Salmonella y E. coli son organismos
estrechamente relacionados y muchos promotores que son activos en E. coli
podridn funcionar en Salmonella también. Sin embargo, en. muchos casos los
sisternas de control de la expresién genética no estdn presentes en Salmonella.
Por ofra parte, en las construcciones enlistadas en la tabla 1 se han encontrado
varios problemas. La introduccién de un pldsmido recombinante en una cepa
acarreadora necesita llevar un marcador de seleccién que, generalmente, es la
resistencia a un antibidtico, Esta caracteristica es poco deseable para una cepa que
se quiere utilizar como vacuna, ya que en teorfa existe la posibilidad de
transferencia del pldsmido, desde la cepa atenuada hasta una bacteria comensal o
alguna bacteria ambiental, Ademds cuando una cepa hfbrida lleva un pldsmido que
se selecciona por su resistencia a algun antibiético, resulta diffcil mantener esta
seleccién in vivo, y si el pldsmido es inestable en ausencia de seleccién la

eficiencia de la vacuna viva se veria seriamente afectada.
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Tabla.- 1

Antigenos Heter6logos Expresados en Salmonella spp.

Antigeno

Antfgeno forma I de
Shigella sonnei

Subunidad-B de la toxina
LT-B de E. coli.

Antfgeno K88 de E. coli
cnierotoxigenica porcina

Antfgeno de
Schistosoma mansoni

B-Galactosidasa.
Polisacérido K1 de E. coli.

Protefna MS de
Streptococcus pyogenes.

Secuencia repetida del
circunsporozoito de
Plasmodium berghei.

Protefna SpaA de

Streptococrue sobrinue,

Nucleoprotefna de virus de
Influenza A.

Protefna de membrana
externa de Neisseria
meningitidis.

Fragmento C protectivo de

la toxina de Clostridium
tetani.

Hemaglutinina FHA de
Bortedella pertussi.

Protefna VP4 de la cipside
exlerna de rotavirus

Plasmido/Hospedero Ref.
Pldsmido nativo de Traumont, E.C. (1984)
S.sonneifS. typhimurium

Ty2la  galE.

pUC / §. typhimurium Ty21a Clemeats, J.D. (1984),
galE; pBR322/S. Maskell, D, (1987)
typhimurium aroA.

pBR322 /8. ium galE St 1, G. (1985);
pBR322 / S.typhimurium aroA  Dougan, G, (1930);
Vector cromosomal-his / Hone, D. (1988).
S.typhimurium galE.

pUC/ S. typimurium aro A y
S. typhiumurium galE.

pBr322 / S.yphimurium aroA
pBR322 / S.typhimurium aroA
pSC101 / S.ayphimurium aroA

pUC / S. typhimurium. cepa
WR4017.

pBR322 / 8. typhimurium cya -

arn
ore.

pBR322 / S.typhimurium aroA

pUC / S. typhimurium aroA.

pUC / S. typhimurium aroA,
vector cromosomal-aroC.

ColE1 / S. dublin.

PBR322 / S. typhimurium aro

Taylor, D.W. ef al. (1986)

Brown, A. etal.  (1987)
O'Callaghan, D.  (1988)
Poirier, T.P. (1988)
Sadoff, J.C. {1988)
Cuntiss, R., I (1988)
Dougan, G. {1990)
Tarkka, E. (1989)
Strugnell, R.A. (1990)

Molina, N.C. et al (1990)

Salas, E. et al, (1991)
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Aunque las cepas de la tabla 1 actualmente se estudian a nivel da vacunas
experimentales, es claro que muy diffcilmente llegarén a ser précticas. Una buena
vacuna préctica deberd cumplir con patrones rigurosos para su aplicacidn, tales
como la inmunogenicidad, la reproducibilidad, la viabilidad y el aspecto de
seguridad. Se han realizado esfuerzos encaminados a solucionar estos problemas.
Los enfoques consisten en incrementar la estabilidad de los plismidos,
- introduciéndoles secuencias como par o ser que incrementan la cstabilidad natural
de los pldsmidos. También se ha propuesto eliminar los marcadores de resistencia
a antibiéticos, poniendo en su lugar un gene que sea esencial para la viabilidad de
la bacteria, como es el caso de las mutantes asd de Salmonella typhimurium, que
requieren la presencia de un pldsmido que lleve el gene asd para evitar la lisis
celular (Nacayama et al. 1988).

Una alternativa interesante es buscar que los antigenos heterlogos ya no sea
expresados necesariamente en pldsmidos, sino que puedan integrarse directamente
al cromosoma de la bacteria acarreadora evitando asf el problema de la
inestabilidad y la resistencia a antibiéticos. Son pocos los trabajos reportados hasta
ahora que describan la integracién de un gene heter6logo al cromosoma de
Salmonella, pero ya se ha demostrado que es posible en cepas galE y aro (Hone
D. et.al 1988, Sm:gncli AR. eral 1990).

En el laboratorio en donde se realiz6 el presente trabajo ya se han clonado
algunas secuencias de la protefna VP7 de rotavirus y se han introducido en

pldsmidos a cepas de S. ryphimurium (Salas-Vidal, E. 1990). Sin embargo el
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problema de la inestabilidad de los pldsmidos en ausencia de la presi6n selectiva
ha impedido continuar con los estudios en esta lfnea de trabajo. Ante este
problema, la posibilidad de insertar en el cromosoma los antigenos que nos

interesan surge como una alternativa de gran utilidad.

OBJETIVO GENERAL
El objetivo del presente trabajo es dcsa:ro‘.la;' un sistema para imegrar. genes
heter6logos en el cromosoma de la cepa aroA de Salmonella typhimurium,
SL3261. '
Este trabajo estd enmarcado en el proyecto global del laboratorio que pretende
expresar los genes que codifican para las proteinas VP4 y VE7 dc rotavirs en
Salmane”a. Sin embargo, el sisterna desarrollado serd potencialmente Gtil para

integrar cualquier otro gene heterSlogo.

ESTRATEGIA
En este trabajo de tcsis no se traté de integrar el gene de algiin antfgeno en
particuinr. sino que se utilizé un gene que fuera un marcador fécil de monitorear

yde seleccionar. Asf, se decidi6 trabajar con el gene de tetraciclina,
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Se eligi6 la regién del gene hisG cromosomal como el sitio més indicado para
llevar a cabo la insercién, ya que este gene hisG de Salmonella typhimurium
SL3261, esta mutado y no es funcional, de esta manera no alterarfamos el
fenotipo original de la bacteria.

Esperamos que el gene de tetraciclina flanqueado por regiones del gene hisG
de S. typhimurium, y clonado en un plismido vector, al ser introducido a la cepa
de Salmonella pueda integrarse al cromosoma como resuitado de una doble
recombinacién, al reconocerse las regiones homologas del pldsmido y del
Cromosoma,

Agquellas bacterias donde ocurra la doble recombinacién pueden seleccionarse
de la poblacién por su resistencia a tewraciclina y sensibilidad a algin otro
antibidtico cuyo gene de resistencia sea parte del pldsmido vector. Para que esto
sca posible es necesario hacer que se pierda de la poblacién el pldsmido vector
original no integrado al cromosoma. A este proceso se le llama curar el pldsmido,
"y existen varios métodos para hacerlo. El método de curacién en este trabajo
consistié en utilizar un pldsmido termosensible, que tiene la propiedad de
replicarse y mantenerse normalmente a 29°C, pero a 42°C deja de replicarse y
eventualmente se pierde durante el crecimiento de una poblacién de bacterias.

E! resultado final deseable, serd una cepa sin el pldsmido y, resistente a
tetraciclina, la cual podrfa ser usada posteriormente para integrarle cualquier
antigeno. Es decir, si construimos un nuevo vector similar al anterior, con el gene

del antfgeno en lugar del gene de tetracilina y llevamos a cabo el mismo
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procedimiento de integracién por doble recombinacién, el resultado final serfa la
entrada del gene del antigeno y la salida del gene de tetraciclina. Despues de curar
el pldsmido, las bacterias en donde se haya llevado a cabo el evento de doble
recombinacién se pueden seleccionar positivamente por haber perdido la
resistencia a tetraciclina (Bochner, B. et al.). De esta manera podremos obtener

una cepa recombinante que exprese el antfgeno de interés de manera estable.
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e IATERTAL Y METODOS

Cepas utilizadas:

Escherichia coli MC1061 (araD 135, Olara, leu 7697}, O lac X74, gall', galK, k', mk strA, recA®),
se utiliz6 para !a construccién de tos pldsmidos pSus-Tc y T-HisG-T¢'

Salmonella typhimurium SL5283 (rpC2, metA22, Hi-b, fla66, rpsL120, xgld04, metE551, hsdL6,
hsdSB121, iledS2, leu3121,galE*, r, m* [sistemas de restriccién-modificacién]), es una cepa
transformable capaz de modificar el DNA de pldsmidos heter6logos y reconocerlos como
proplos.

Salmonella typhimurium SL3261, aroA’, hisG" derivada de la cepa SL 1344 (Hoiseth & Stocker 1981).

Fago P22 (HT, inr) es un fago de transduccién gencralizada que puede infectar tanto a SL5283 como
a SL 3261, muy utilizado para transferir DNA de una a otra.

Salmonella typhimurium SL5235 utilizada para titular el fago P22.

Salmonella typhimurium ATCC 14028 como control de bacteria prot6irofa.

Medios de cultivo:

Los medios de cultivo utilizados para crecer las diferentes cepas fucron Luria (LB) Iquido, en placa
y agar suave preparados segin Maniatis, Frisch & Sambrook, 1985. El medio mfnimo M9 se preparé
segin Miller, HJ 1977. suplementado con PABA y DHB, 50 pg de c/u por placa, ¢ histidina a 0.1
mM, para la ideatificacién de las auxotroffas de las diferentes cepas. La concentracién de los
antibidticos utilizados como medio de setecci6n fueron: cloramfenicot 10 pg/mi, tetraciclina 10 pg/ml
y kanamicina 30 pg/ml. El medio de cultivo SOC se utiliz6 para la recuperacién de bacterias después
de la clectroporacién.

Purificacién de pldsmidos:

1.- Se inoculan 5 mi de LB, que contengan antibidtico, con una colonia de la bacteria MC1061 vy se
crece a la temperatura permisible (29°C) y en agitacién durante toda una noche

2.- Tomar 400 ut dei cultivo anterior e inocularlos en un matraz con 40 m} de LB con antibiético y
crecer hasta D.0g, = 1. En esc momento se agrega cloramfenicol a una concentracién finat de
100pg/mi (para amplificar e! plasmido) y se deja incubando el cultivo 12 horas més.

3.- Se colectan las célnlas centrifugando a 6000 rpm a 4°C durante 10 min.

4.- Resuspender el pellet en 200 ! de buffer gl ftris/EDTA, homogenizar y transferir a tubos
cppendorf de 1.5 ml.

5. Adicionar 50 pt de glucosafinis/EDTA conteniende 25mg/mi de lisozima, mezclar suavemente y
dejar a temperatura ambiente por 10 min.

6.~ Adicionar 500 (i de solucién (resca de NaOH/SDS, mezclar suavamente y dejar en hielo por 10
min.

7.- Adicionar 375 pl de Acelato de potasio 3 M, mezclar suavemente y dejar 10 min. en hielo.

8.- Ceutrifugar por 10 min, a 4°C a 13000 rpm.

9.- Recuperar ¢l sobrenadante en un tubo limpio, agregar 25 ul de RNAsa de un stock 1 mg/ml
{concentracién final 20 pg/ml), incubar a 37°C durante una hora.

10.- Agregar dos vold de etanol absoluto (dividir en dos tubos), mezclar por inversién y dejar

15 min en hielo seco.
11.- Centrifugar 15 min, a 10000 rpm.
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12.- Lavar el peliet con etanol al 70%

13.- Secar en el Savant y resuspender en 100 ptl de agua.

14.- Extraer 3 veces con igual voldmen de 1a mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico en
proporcién 25:24:1, agitar en vortex por 3 mia y centrifugar durante 3 mio.

15.- Tomar 1a fase acuosa y precipitar coa 2 vol de etanol absoluto mas 1/10 del volumen de
acetato da sodio 2M.

16.- Dejar en hiclo seco 15 min y centrifugar 15 min 2 10000 rpm.

17.- Lavar pellet con alcohol al 70 % y secar en savant

18.- Resuspender en 30 pl de buffer TE.

Purificacién de DNA Total:

1.- Crecer un cultivo de 10 ml hasta una O.Dg= 1.

2.- Recuperar las bacterias por centrifugacidn y lavar dos veces con una solucion NaCl 100 mM, Tris
pH 7.9 a 10 mM y EDTA pH 7.9 10 mM.

3.- Resuspender en 100 i de una solucién NaCl 150 mM y EDTA pH 7.9 100 mM.

4.- Adicionar lisozima a una concentracion final de 0.25 mg/ml, incubar a 37°C. durante 20 min,

5.- Adicionar 200 ul de la soluci6n Tris pH 7.9 100 mM, NaC1 100 mM v SDS ef 2%, Mezglor
invirtiendo e! tubo ¢ incubar a 65°C. durante 30 min.

6.~ Extraer 4 veces con igual volimen de la mezcla Fenol-cleroformo-alcohol isoamilico (25:24:1).

7.- Adicionar dos voliimenes de etanol absoluto frio.

8.- Tomar el DNA con asa de vidrio, pasar a otro tubo y sccar en savant.

9.- Resuspender en 300 i de buffer TE.

Todas las reacciones con enzimmas de restriccién, pe y ligasas se reali j do las
d cnlos de los fabricantes (B!ulabs o Promega) para obtener las condzmones
Opumns de reaccion.

Geles para electroforésis

Se utilizé buffer E (Maniatis, 1985) para preparar todos los geles de agarosa y también como
buffer de corrida. Para los geles analfticos se utilizé agarosa normal al 0.8%, se hacia migrar el DNA
a 100 volts, se tileron con bromuro de etidio (BrEt) y s observaron con luz ultravioleta de onda corta.
En los geles preparativos se utilizo agarosa de bajo punto de fusién al 1 0 al 1,2%, se tifieron con BrEt
y se observaron con luz ultravioleta de onda arga (para no dafiar el DNA), y la banda de interes s¢
cortaba con bisturf para recuperar el DNA,

Recuperacidn de DNA a partir de bandas de geles.

Para recuperar el DNA de las bandas de agarosa se utilizaron dos métodos:
-a) ¢l de extraccién por fenol-cloroformo y,
-b) el método comercial de *Gene Clean', el cual dié mayor eficiencia en la recuperacién
a) El método de extraccién con fenol-cloroformo cousistié en lo siguiente
1.- Colocar ¢l trozo de agarosa con la banda de DNA en un tubo eppendorf de 1.5 ml.
2.- Agregar buffer TE hasta tener un volimen total de 400 ul, :
3.- Agregar 1 pl de RNAL 10uM, y calentar a 65°C de 5 a 10 min hasta que se disuelva la agarosa ~
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4. Agregar un valdmen igual de fenol, agitar en el vortex 3 min y centrifugar en la centrffuga
eppendorf durante 3 min,

5.- Repetir extraccién con fenol una vez y otra vez con cloroformo.

6.- precipitar DNA con 2.5 vol de etanol absoluto y 1/10 del vold de NaCi 2 M, Poner cn
hielQ seco durante 15 min,

7.- Centrifugar durante 15 min y desechar el sobrenadante

8.- Resuspender pellet en 200 pl de Acetato de amonio 0.1 M, anadir 0.5 ml de ctanol absoluto,
congelar en hielo seco 15 min.

9.- centrifugar 15 min y desechar sobrenadante.

10.- Lavar el pellet con etanol frio al 70% y secar pellet en savant.

11.- Resuspender en ~100 y! de agua

b) El método de 'Gene Clean’ es cl siguiente

1.- Calentar la agarosa sélo lo necesario para que funda y no dejarla mucho tiempo a alta temperatura.

2.- Agregar de 2.5 a 3 volumenes de 1a solucién stock de Nal y mezclar

3.- Agregar 1a suspensién de ‘Glass milk* (se agregan § pl. a una solucién que ga 5 pg de DNA
o menos, adicionar 1 g de suspensi6n por cada 0.5 pg de DNA arriba de 5 ug), se mezclan bien
y se incuba por S min en hiclo (¢l DNA se pega a la matriz de sflica que Uenc ¢l glassmilk),

4.- Centrifugar ¢l complejo DNA-glassmilk con un pulso de 5 segundos en 1a centrifuga eppendorf, y
remover el sobrenadante.

5.- Lavar 3 veces el peliet con ~1 ml. de 1a solucién NEW cada vez.

6.- Al pellet de DNA-glassmilk sc le agrega 5 i de buffer TE para cluir a) DINA, se incuba esto a 45™
55°C por 2 0 3 min.

7.- Se centrifuga por 30 segundos y se recupera el sobrenadante en otro tubo limpio. Al pellet se le
repite el paso 6 y al final se juntan los dos volimenes del sobrenadante.

Transformacién de células MC1061

A) Preparacién de células competentes.

1.- Inoculoar un cultivo de LB con 1/100 del volimen de un cultive de MC106) en fase estacionaria.

2.- Crecer a 37°C hasta alcanzar ung O.Dg= 1 {(~8x10* cel/ml)

3.- Enfriar las céiufas en hielo 10 min

4,- Cenrrifugar 10 min a 8000 rpm

S.- Tirar ¢l sobrenadante y resuspender Ias células (pipeteando o por inversidn) en 1/10, det volumen
inicial del cuhtivo, de CaCl, 0.1 M frio.

6.- Dejar en hicto 20 min

7.~ Centrifugar las células 5 min a 8000 rpm

8.- Tirar ¢l sobrenadante y resuspender en 1/100, del volumen inicial del cultivo, de CaCl, 0.1 M, frio

9.~ Pipetear altcuotas de 30ui e iolus Cppendort.

B) Transformacion,

1.- Tomar una muestra de SO 1 de células competentes y agregar 0.9 m! de CaCl, 0.1 M [rio y la
cantidad de DNA (plasmido) dv acuerdo a la eficiencia de transformacién de las células con cada
pldsmido; revolver y dejar en hiclo 30 min,

2.- Dar un pulso de "heat shock” a 43.5 °C duranie 45 seg

3,- Agregar 10 mi de LR e incubar a 1a temperatura permisiva 29 o 37°C durante 30-60 min

4.- Centrifugar 5 min a 8000 rpm

5.- Resusupender el pellet en 200 pi de LB

6.- Sembrar 9710 y 1/10 de ia transformacion en cajas de LB+antibiotico, incubar a la temperatura
permisiva
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Transformacidn de Salmonella typhimurium SL5283:

1.- Crecer 2 ml de LB con SL5283 a 37°C durante toda la noche

2.- Atadir los 2 ml crecidos a 30 m! de LB estéril

3.- Crecer con agitacion ~2 horas y medir Ia densidad 6ptica, cuando el cultivo alcance O.Dy = 0.4-0.6
parar el crecimiento poniendo el matraz sobre hiclo

4.- Centrifugar las células durante 8 min a 3000 rpm y tirar el sobrenadante

5.- Resuspender ¢l pellet suavemente en 15 ml de CaCl, 0.1 M/Tris 10 mM pH 7.5 frio y dejar 10-15
min sobre hiclo.

6.- Repetir paso 4.

7.- Resuspender suavemente en 2 mi  de CaCl/Tris y dejar 30 min sobre hiclo

8.- Pasar 200 pt a tubos eppendorf de 1.5 ml, ahadirle la cantidad deseada de pldsmido y dejar en hiclo
30 min

9.- Meter ef tubo en agua a 42°C durante | min ¢ inmediatamenie pasarlo a hiclo (4°C) por | min

10.- Ahadir 800 p} de LB ¢ incubar a Ia temperatura permisible durante 90 min

11.- Piatear distintas diluciones. de acucrdo a la eficicncia esperada. en cajas can medio selectivo e

incubar a la temperatura permisible durante 14-18 horas.

Obtencién de fago P22 transductante:

1.- Crecer transformantes de SL5283 en 2 ml de LB+antibitico que contenga galactosa al 0.1% y
glucosa al 0.1% a la temperatura permisiva y con agitacién durante toda la noche

2.- En un matraz con 30 ml de LB+antibiético+glucosa+ galactosa afiadirle 100 pi del cultivo del paso
anterior y 100 ! de una preparacién de fago que tiene 2x10° ufp/mi. La relacién foal
recomendable es 0.01-0.1 fagos/célula (Davis R.W et al 1982).

3.- Dejar incubando de 14 a 18 horas.

4.~ Centrifugar 5 min a 5000 rpm

5.~ Recuperar el sobrenadante esterilmente y, en tubos de vidrio, afadir 1/10, de volumen, de
cloroformo a cada tubo.

6.- Agitar en el vortex 3 min, repetir la agitacidn 34 veces durante la primera hora y después dejar
reposar a temperatura ambiente durante 12 horas.

v e ADOY
7. guardar 2 4°C

Titulacién del fago P22:

1.- En 2 ml de LB inocular la cepa SL5235 y crecer toda la noche a 37°C

2.- A tubos con 2 ml de LB agregar 20 pl de una solucién de CaCl, 100 mM / Tris 10 mM pH 7.5
y 100 411 del cultivo anterior, incubar a 37°C hasta una D.Oy= 04 - 0.6

3.- Mientras tanto se debe tener preparado el siguiente materiat:
i) Tubos con 2.5 ml de LB suave con 20 ul de CaCly/Tris; fundirlos y manienerlos a 47°C
if) Cajas de Petri con LB s6lido estéril, tenerlas listas a 37°C
iif) Preparar difuciones del fago: 1/1, 1100, 1/10%, 1/1¢%, diluir con LB/CaCl,/Tris

4.- Tomar 200 ut del cultivo de SL5235 del paso 2 y mezclarlos con 200 pl de la dilucién del fago,
agitar y dejar incubando 30 min a 37°C sin agitacién

5.- Tomar 200 ! de la mezcla anterior y afiadirlo a uno de los tubos que coaticnen LB suave a 47°C,
rapidamente agitar en ¢l vortex 2 0 3 seg y en seguida vertir esta mezcla sobre
una caja de LB, de las que estaban previamente a 37°C, cuidando de quede bien esparcida. Después
de eso no mover la caja durante una hora. Todos estos pasos deben ser rapidfsimos y en esterilidad
(se hace lo mismo para cads una de 1as diluciones de fago).
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6.- Incubar las cajas de 8 a 12 horas a 37°C Al cabo de cste tiempo contar el ndmero de placas
formadas.

Controles: Hacer lo mismo mezclando

a) 200 wul de bacterias + 200 pl de LB solo

b) 200 pl de LB solo  + 200 pl det fago

€) 200 i de Bacterias + 200 ! de un fago de tfulo conocido

Obtencion de transductantes de SL3261:

1.- Crecer la cepa SL3261 en 2 ml de LB a 37°C hasta alcanzar la fasc estacionaria

2.- Afiadir 100 12! de este cultivo a 2 mi de LB/CaCl/Tris y crecer hasta O.Dyy= 04 -0.6

3.- Tomar entre 0.5 y 1 mi de este cultivo y vertirlo sobre cajas de petri con LB+medio selectivo (en
este caso tetracicling) a que cubra perfectamente la superficie del medio sé6lido, quitar el exceso.

4.- Dejar secar la caja (abierta junto al mechero o en campana de flujo laminar).

S.- Hucer difuci de fuge vansductante  i7i, i71G, /160 y 1/10G0, en LB/CuCiyTiis

6.- Tomar 20 p! de cada ditucién del fago transductante y poner cuidadosamente en la superficie ya
seca de las cajas descritas en el paso 3.

7.- Dejar secar también las gotas a temperatura ambiente; llevar a 37°C. y esperar a que aparezcan
colonias.

8.- Las transductantes obtenidas estriarlas sobre medio selectivo.

Caontroles:

a) Poner gotas de diluciones de! fago sobre ¢l medio con medio selectivo pero sin cesped previo.
b) Hacer un cesped de SL3261 sobre medio no seleclivo y poner las gotas con fago.

c) Cesped de SL3261 sobre medio selectivo agregando gotas de alguna preparacién de fago
transduclante que ya se haya provado con anterioridad,

Ensayo_para probar termosensibilidad

1.- Crecer [a cepa con plistnido termosensible que se desee probar en 5 mt LB+Km a 29°C hasta fase
esiacionania

2.- Hacer una dilucidn 10 ¢ inocular en 10 ml LB sin antibidtico. Platear dituciones para calcular el
mimero de bacterias inoculade (punta T,)

3.- Incubar 2 29°C durante -4.0 horas

4.- Dividir ¢l cultivo en dos porciones de 5 mi c/u, una se continua incubando a 29° y otra se pasa
a 42° Platear diluciones del cultivo (punto Ty)

5.- Cuando cada uno de Jus cultivos alcanza una Q.Dy= | sembrar diluciones (punto T,)

6.- Cada una de lus diluciones en los tres puntos a 29° y a 42°C se platean tanto en LB solo como en
LB+Kmy se crecen a la temperatura permisible; se las col el nimero de bacterias que
crecen en LB solo. nos da el nimero de bacterias totales en et cultivo y las que crecen en LB+Km
nos dun idea de cuantas tienen el pidsmido: luego se compara la pérdida de pldsmido a to largo del

crecimieato en la temiperatura permisiva y en la temperatura restrictiva.

Este esayo se hizo con las cepas MC1U61, SL5283 y SL3261.
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Scleccién de Dobles recombinantes de SL3261

Se inoculan 5 ml de LB+Tc con colonias transductantes con ¢l pldsmido T*-HisG-Tc' y se crece
a la temperatura permisiva hasta Ia fase estacionariz, Se toman 100 pl de este cultivo (~1x10® bacterias)
y se inoculan en un matraz con 50 ml de LB solo; se crece a la temperatura restrictiva para curar del
pldsmido. Al final del crecimiento se toman diluciones para seleccionar las dobles recombinantes

Para la seleccién se utiliz6 Ia t&cnica de platear con réplicas, que consiste en crecer las colonias
en un medio con condiciones permisivas, y replicarlas luego a cajas de medios con diferentes
antibioticos, para observar ¢l comportamicnio de cada colonia en los distintos antibiticos. Una colonia
doble recombinante que adem:ls haya perdido al plasmido solo tendré resistencia a tetraciclinay no a

i ni aclor

Southern

La transf ia de los frag de restriccion del DNA gendmico de las posibles dobles
recombinantes, desde el gel de agasosa hasla una membrana de nitrocelulosa sc realizo bosicamente
iguicndo el método de ia por capilaridad descrito en Maniatis er al. 1989. El marcaje de
1as sondas de imiento s¢ realizo mediante *Nick transtation®, y las condici de prehibridacién
fueron las siguientes:
1.~ Se preparan 10 m! de una solucion de 2.5 m1 de SSPE 20X, 5.0 mi de Futmnida, 8.1 i Denliand:
100X (2 g de polivinilpirrolidona, 2 g de ficoll y 2 g de BSA, todo en 100 ml de agua), 0.30 ml
de SDS 10%, 0.1 ml de DNA de salmon (10 mg/ml) y se agrega 1a cantidad suficiente de agua para
completar los 10 ml
2.- Las membranas de nitrocelulosa se prehibridan con la solucién anterior durante un tiempo mfnimo
de wres horas a 43°C
3.- Después de este tiempo sc agrega Ia sonda previamente desnaturalizada y se incuba a la misma
temperatura durante 12 horas.
4,- Se lavan las membrangs una vez con SSPE 2X y cuatro veces con SSPE 0.2X ¥ se exponen ante
una pelfcula seusible.

‘Nick Translation*

Bslu icenica s¢ yilllzd para marcar radisactivamenic I sondas de dateocibn por hibridecian v el
marcador de peso molecular (lamda EcoR1/HindIIT). Las sondas marcadas fueron el gene de teiraciclina
de aproximadamente 2000 pares de ba.ses y un segmento del gene AisG de 1990 pares de bases.

1.- Preparar la sigui mezcla de
300 ng de DNA ya sea Tc o AisG en un volumen de 304 ul
1.5l de buffer 10X N.T.
1Sl 0.2mM dCTP, dGTP y dTTP
037511 DNAsal de una dilucién 1/50000 de una solucién de 1 mg/ml
201 dATP® > 3000 Ci/mmol
1.0l DNA pollde E, coli.
—— . Suficiente volumen de agua para completar 15 ul en total
150 pt Total
2.- Incubar a 14°C durante tres horas
3.- Parar reacci6n con 15 i de NT stop 2X (EDTA 20 mM, SDS 0.2% y 250 ug de DNA carrier
4.- Afiadir un volumen (30 ul) de acetato de amonio 4 M + 4 volumenes (120 p1) de etanol absolulo.
Poner ¢n hielo seco 15 min
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5.- Centrifugar 10 min en eppendorf

6.- Resuspender pellet en 20 pl de agua + 1 voldmen de acetato de amonio 4 M + 4 vol de ctanol
absoluto. Enfriar a -70 por 15 min y centrifugar 10min

7.- Resuspender en 50 pul de buffer TE

8.- Tomar 1 pl y contar 1a radioacti den dor de tleo para determinar ia cantidad necesaria
para usar en la hibridacién

9.- Cada sonda antes de ser usada para hxbndar se debe desnaturalizar, para clio se le afiade 1/10 del
volumen de NaOH 1 M se deja 10 min a temperatura ambiente y al final se neutraliza 1a reaccién

1/10 del vol de una solucién con Tris-HC! 1.8 M/Tris-Base 0.2 M aun pH de 7.5

Construccidn del pldsmido pSus Tc,

Lz construccién del pldsmido que a continuacién se describe fue realizada por Susana Castro en
este laboratorio. Ya que ¢l pldsido pSus Tc' es el precursor inmediato del plasmido que utilice en los
experi de doble binacién, y que su ¢ i6n no esta descrita en ningdn otro lado, lo
incluyo en csta seccién de material y métodos.

Lateglon 8¢ Al50 sc obluve a partdr del op
M-13 Hol76, como un fragmento de restriccién Bgl -
cual incluye parte del gene hisG y del gene hisD, se clond en el vector pMT21, que codifica para la
resistencia a ampicilina, linearizado previamente en el sitio de Smal. El plésmido pSus resultante tiene
un tamafio de 4433 pb. (Fig. 1).

E! geoe de tetraciclina se obtuvo del pldsmido pHP45Q-Te (Fellay, R. ef al. 1987), como un
fragmento Hindlil de 2000 pb. El plismido. pSus se corto con Pvull, que se encuentra en la parte
media de 1a regidn de kisG y cn ese sitio se introdujo ¢l gene de tetraciclina (Fig 1), obteniendose ¢l
pldsmido pSusTe (Fig. 2).
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RESULTADOS

CONSTRUCCION DEL PLASMIDO (T*hisG-Tc")

Para construir el pldsmido (T*-hisG-Tc'), el fragmento de DNA que contiene
el gene de resistencia a tetraciclina, flanqueado por secuencias de hisG de S.
typhimurium, se escindié del pldsmido pSusTc” (ver material y métodos) cortando
el plismido con EcoRl, rellenando el extremo cortado y, cortando
subsecuentemente con Bglll. ‘

Este segmento se cloné en el plasmido termosensible pHSG41S5 el cual tiene
los genes de resistencia a cloranfenicol, kanamicina y ampicilina (Hashimoto-
Gotoh, T. et al. 1981). Para la clonacién, el pldsmido pHSGA41S fue cortado con
BamH1 y Hincll, desechando un segmento de aproximadamente 700 pb, lo cual
produce la inactivacién de la resistencia a ampicilina. Durante la reaccién de
ligasa del vector con el incerto el extremo de Hincll del vector se une al extremo
rellenado de EcoRl del incerto y, el extremo de BamH 1 es compiementario con
el extremo que deja Bgllf (Fig. 3)

El pldsmido resultante es el T*-hisG-Tc" de ~11.1 Kb, el cual codifica para
vla resistencia a kanamicina, cloranfenicol y tetraciclina (fig. 4). El gene de
tetraciclina esta flanqueado por regiones de hisG, una de ~1145 pb, y otra de

~1390 pb. Esta construccién fue realizada en E. coli,
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TERMOSENSIBILIDAD DEL PLASMIDO T*-hisG-T¢" EN E. coli.

La estabilidad en E. coli del pldsmido construido, se evalu6 a 29°C y 42°C.
Como puede observarse en la gréfica 2, la replicacién del pldsmido T*hisG-Tc"
sigue siendo termosensible, al igual que la replicacién del pldsmido original
pHSG415 (gréfica 1). Despues de 25 generaciones de crecimiento
aproximadamente solo 1 de cada 10* bacterias mantienen el pldsmido cuando el

cultivo se crece a 42°C.

TRANSFORMACION DE S. typhimurium SL5283

La introduccién dir_ccta de pldsmides aislados de E. coli, a cepas de S.
typhimurium, presenta el problema que los sisternas de modificacién-restriccién
de las dos bacterias son diferentes, lo que implica que el DNA introducido serfa
degpradado. Para resolver este problema el pldsmido T*-hisG-Tc¢" se trasformé
primero en la cepa SL5283 de S. fyphimurium, la cual es modificaci6n’,
resiriceion” {ni*,r7), csto cs, es capaz de modificar al DNA introducido pero tiene
inactivo su sistema de restriccién. A las bacterias transformantes obtenidas se le
confirmé el patrén de resistencia a antibiéticos y el tamafio del pldsmido.

Los resultados del ensayo de termosensibilidad para la cepa SL5283 con el
pldsmido control pHSG41S se muestran en la grdfica #3, y con el pldsmido

construido T*hisG-Tc" en la gréfica #4.
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TRANSDUCCION A S. ryphimurium SL3261 (aroA, hisG).

Debido a que la cepa aroA, hisG de S. typhimurium SL3261 se puede
transformar con muy baja eficiencia, €l pldsmido proveniente de SL5283 se
introdujo a SL3261 por transduccién generalizada, utilizando el fago P22. Las
cepas transductantes se seleccionaron primeramente por su resistencia a
tetraciclina, y las colonias que crecieron se replicaron en medio con cloranfenicol
y kanamicina. S6lo se obtuvieron tres colonias resistentes a los tres antibiéticos,
en dos de ellas se comprob6 que tenian deleciones en regiones del pldsmido que
involucraban a las secuencias de AisG, esto se hizo mediante el anélisis de sus
patrones de restriccién. Debido a problemas para purificar DNA de plismido a
partir de las cepas de Salmonella, el patr6n de restriccién de los plésmidos
presentes en las clonas obtenidas se obtuvo transformando la cepa de E. coli
MC1061 con DNA total de las clonas transductantes y posteriormente aislando los

pldsmidos de E. coli.

TERMOSENSIBILIDAD DEL PLASMIDO T*hisG-Tc" EN S. typhimurium
Como puede observarse en las gréificas 3 y 4, tanto el pldsmido original
pHSG415 como el pldsmido T*-hisG-Tc" se comportan de manera semejante en
la cepa SL5283 de S. typhimurium y en E. coli MC1061, viéndose c]an:amentc
afectada su replicacién al cambiar las bacterias a la temperatura no permisiva. Sin

embargo, esta termosensibilidad es bastante menos marcada en la cepa SL3261 de
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S. typhimurium (Gréfica 5), donde después de 25 generaciones de crecimiento a
42°C, aproximadamente el 1% de las bacterias en la poblacién todavia mantienen

el pldsmido.

GENERACION I?E DOBLES RECOMBINANTES EN SL3261

La cepa SL326! transducida con el pldsmido T*-hisG-Tc" fue crecida a la
temperatura permisible y en ausencia de antibi6tico, hasta alcanzar la saturacion
del cultivo (D.0.¢, ~1.5).

Aproximadamente 10° células de este cultivo a saturacién se utilizaron para
inocular un segundo medio de cultivo en ausencia de antibiético, el cual se crecié
ahora a la temperatura restrictiva (42°C) durante ~20 generaciones para favorecer
la dilucién del pldsmido en la poblaci6n.

Para seleccionar las candidatas dobles recombinantes, se tomaron diluciones

dst g imiento y se semb colonias

an An
cnctyp o1 rites

que crecieron fueron replicadas en cloranfenicol y kanamicina. Utilizando este
método de biisqueda de dobles recombinantes no pudimos detectar ninguna colonia
que sélo fuera resistente a tetracicling, i.c., todas las colonias apalizadas mostraron
ser resistentes a los tres antibiSticos. Por ello, para continuar la bisqueda de las
dobles recombinantes hicimos modificaciones al protocolo bdsico para la
seleccién, que incluyeron fundamentalmente cambios en el niimero de pases dados

a la temperatura no permisiva (hasta 5 pases), inoculando cada vez cuando menos
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con 10® bacterias del pase anterior. También se evalué la ventaja de tener presente
o ausente tetraciclina en los pases, asf como diferentes temperaturas de
crecimiento.

Finalmente no encontramos ninguna colonia que tuviera claramente el patrén
de resistencia .a anti-bi6ticos esperado para una doble recombinante; todas las
bacterias analizadas que eran resistentes a tetraciclina resultaron tambien
resistentes a los otros dos anti-biéticos. Solo hubo el caso de algunas colonias que
mostraban un crecimiento mucho més lento en Kmy en Cm y un crecimiento
normal en tetraciclina, como las cepas SL.1 y SLb obtenidas despues de un cultivo
que levaba 5 pases

El DNA cromosomal de algunas bacterias que presentaban este
comportamiento sospechoso se analizé por el método de Southern, utilizando los
genes de tetracicling, el de AisG y el pldsmido completo pHSG41S como sondas
de deteccién, esperando poder distinguir si el pldsmido se encontraba aiin
independiente del cromosoma o si se encontraba todo integrado como resultado
de un cvento de recombinacién sencilla (Fig. 5). Estos resultados se muestran més

adelante.

ELECTROPORACION DE SL3261
Como una estrategia alternativa para lograr la doble recombinacién del
pldsmido T*-hisG-T¢", se intenté ransformar a la cepa SL3261 con un fragmento

lineal del pldsmido que sélo tuviera el gene de Tc flanqueado por las secuencias
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de hisG. Este fragmento de ~4,800 pb sc obtuvo del pldsmido T*-hisG-Tc*
cortando con la enzima Pstl. El DNA se introdujo por electroporacién y las
colonias transformantes se seleccionaron en un medio con tetraciclina. Bajo estas
condiciones de transformacién con DNA lineal !a resistencia a tetraciclina no se
puede expresar de manera estable a menos que ¢l gene de tetraciclina sea
incorporado al cromosoma por doble recombinacién en las regiones de AisG que
lo flanquean.

Como resuitado de este experimeniv obiuvitiws uhas colonias Gue picscniaban
un crecimiento lento cn el antibidtico. De estas colonias analizamos por Southern

tres (SLAe’, SLBe'y SLCe’) que consideramos las mejores candidatas

HIBRIDACION TiPO SOUTHERN

El DNA de las cepas SL1, SL2, SLAe, SLBe y SLCe” se prepar6 para detectar

<! sitio. dende s encentrabe el gene de resistencia a tetraciclina Hay tres formas

posibles en las que este gene puede estar:

i.- Como gene ix’negrado a la region AisG como resultado de una doble
recombinacién, tal como lo esperabamos,

if.- Que el pldsmido esté totalmente integrado al cromosoma como resultado de
un evento de recombinaci6n sencilla.

iii.- Que ¢l gene este formando parte del pldsmido ain como elemento

extracromosomal.



Adn mis, podemos imaginar estas mismas posibilidades pero combinadas
dentro de una sola bacteria. Es mids en el caso de que el pldsmido completo este
integrado, debemos tomar en cuenta que puede adoptar dos posibles acomodos
(fig.5).

Para saber si ocurrié una integraci6n en la regién cromosomal de 4isG 1o mds
fécil es digerir con enzimas de restriccién que corten en sitios conocidos de esa
regién (conocemos el patrén de restriccion de una regién de 3768 pb que
corresponde a los genes hisOGD cromosomales de S. typhimurium). Luego

podemos scparar las bandas on un gel ¢ hibridarlas con ol scgmento de Ails que

B

tenemos clonado, marcido radioactivamente. Se observan y se¢ comparan las
diferencias entre el tamafio de la banda de his de la cepa SL3261, de la cual
partimos, y las de las cepas que estamos probando. En cl ¢aso de haber algiin
incremento de tamaiio, entonces se busca si esto corresponde al tamafio del gene
de tetraciclina o al del pldsmido completo.

La digestién del DNA genémico se realizé con HindlIl o Bglll. HindlII corta
aproximadamente en la base 3120 de la regién de hisOGD (ver fig. 6) v, ademds
cor-m al pldsmido en un solo sitio. Bglif corta en los primeros 100 pb de his y no
corta al pldsmido.

Para el cuso de estas dos enzimas. considerando la opcién (/) mencionada,
s6lo esperamos un incremento en la banda cromosomal de his, equivalente al
tamaiio del gene de Te, de aproximadamente 2000 pb. Para la opci6n (if) hay dos

posibilidades, dependiendo del acomodo del pldsmido (fig. 6), asf, para el caso de
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Hindlil, esperamos una banda de 4.1 Kb, o bien una de 9.5 Kb. Para el caso de
Bglll, como no corta dentro del pldsmido, sélo esperamos un incremento en el
tamafio de 1a banda de his, correspondiente a 11.1 Kb.

Para la opcién (i) esperamos- dos scfiales por separado, una del plﬁsmido
linearizado al cortar con Hindlll, o bien, superenrroliado cuando se usa Bglll, y
fa sefial de la banda cromosomal que se debe observar con cualquiera de las dos
enzimas. También se realizaron hibridaciones con el gene de tetraciclina para
complementar mejor el andlisis de los resultados.

En la fig. 7.1 se observa el resultado de una primera hibridacién. Se pucde ver
la sefial de la banda de Ais cromosomal en la cepa control SL3261 (carril 9). Esta
banda oscila entre los 5000 pb al cortar con Hind I!I, y los 6000 pb para el caso
de Bglll. Para las 3 cepas obtenidas por electroporacién (carriles 5, 6 y 7) al
digerirse con la enzima Hind [, se observa un incremento del tamafio esperado
de las bandas de la region his cromosomal, sin embargo este aumento no parece
ser mayor de 1000 pb. La cepa del carril 1 no se puede analizar bien por la
sobreexposicién, pero en el carril H 2 se puede observar una sefial fuerte que.
muy probablemente corresponde al pldsmido linearizado y una sefial mis débil que
corresponde al DNA cromosomal la cual estd desplazada un poco hacia arriba,
Estos resultados parecian atractivos, sin embargo, analizando lo que sucede cuando
se hibridan las mismas bandas con el gene de tetraciclina (fig. 7.1), observamos
que en los carriles 5, 6 y 7 no hay sefial de tetraciclina. Para el caso de la cepa

del carril B.2 solo se ve la sefial en la banda superior- que comesponde al
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plédsmido, y no en la banda cromosomal. Considerando que la sefial de un gene
cromosomal es m4s débil por estar en una sola copia, comparado con uno que estd
en un pldsmido con 5 o 6 copias por célula, decidimos aumentar la cantidad del
DNA digerido.

En la fig. 8.1 se observan los resultados de otro ensayo de hibridacién, ahora
con ¢l marcador de peso molecular (*) en ¢l centro. En este nuevo gel no se
observa una diferencia entre las bandas de los carriles H5, H6 y H7, o entre los
carrilés BS, B6 y B7, lo que indica que muy probablemente que la diferencia gue
se observa en el primer gel se deba a un artefacto de la técnica. Adem4s, continda
sin observarse una sefial clara al hibridar con Tc (figura 8.1I). Por su parte la cepa
del carril 1 continta sin poderse analizar bien.

En este gel es més claro que la banda cromosomal de la cepa del camil H.2
migra igual g2 la banda de la cepa control SL3261 del carril H.9. De acuerdo a
los tamafios de las bandas en este gel podemos descartar la posibilidad (a) de la
figura 6, porque no se observa la banda de 4100 pb, sin embargo la posibilidad
(b) no es claro afirmarla o descartarla porque el tamaiio de la banda esperada, de
9.5 Kb, es muy parccida a la banda del pldsmido linearizado que es de 11.1 Kb.
Por otro lado, con la enzima Bgllf s6lo se observa una banda (en el carril B.2);
si el pldsmido estuviera fuera del cromosoma esperarfamos dos bandas, ;Jna del
pldsmido (super-enrollado), que se esperaria mis abajo de 11.1 Kb y, otra del
cromosoma igual a la del carril B.9. Esta banda dnica que se ve, al parecer migra

igual o incluso mds arriba que la banda mas grande del marcador de peso
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molecular.v que es de ~23.1 Kb. Si pensamos en la posibilidad (b) de la fig. 6 y
sabemos que el tamafio de la banda cromosomal normal de his (carril B.9, fig. 8.I)
es de ~5000 pb, la integraci6n del pldsmido incrementarfa el tamafio de esta banda
hasta ~16 Kb. Ahora bien, para explicar el tamafio mayor de 23 Kb de esta banda
del carril B.9, quizés podrfamos pensar en dos mol€culas de pidsmido integrado
en esta regién del cromosoma (~5.0 Kb + 222 Kb = ;27.2 Kb).

Se disefié un nuevo ensayo de hibridacién, para analizar las cepas SL1y SL2,
intentando ahora con otras enzimas y utilizando también como sonda de
hibridacién al pldsmido pIISGA1S, ademas de los genes de tetraciclina y de Ais.

Se usaron las enzimas BamHl y Pstl. De acuerdo con la fig. 4, BamHI corta
al pldsmido en dos puntos dando una banda de 2.6 Kb que lleva la mitad del gene
de Tc unido a una regién de hisG, y otra banda de 8.5 Kb que lieva el resto del
pldsmido vector, una region de hisG y la mitad restante ¢=l gene de Tc. Por su
parte la enzima PsH también origina dos bandas, una de 6.3 Kb que
principalmente corresponde a la parte del piésmido vector, la otra banda de 4.8 Kb
corresponde al inserto de Tc con las dos regionss dc 4isG. En ia regién conocida
de hisOGD cromosomal no hay sitios de restriccién para BamH/ y Pstl.

En ia fig. 9 se muestra el DNA digerido de las cepas SL1, SL2 y SL3261‘
(carriles 1, 2 y 4 respectivamente), v el del plfsmido T*hisG-T¢" en el cartil 3
como control, hibridades con el pldsmido pHSG415. El plasmido pHSGA415 s6lo
hibrida con 1a banda de 8.5 Kb del plasmido T%hisG-T¢" digerido con Bam HI,

y con la banda de 6.3 Kb que aparece al cortar con Pstl.
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En el carril de la cepa SL1 aparecen sefiales que corresponden perfectamente
con las bandas del pldsmido control (carril 3) tanto con BamH! como con Pstl,
Esto nos indica que el pldsmido completo est4 dentro de la bacteria y que muy
probablemente se encuentra como elemento extracromosémico. En el carril de la
cepa SL2 no se obseﬁé ninguna sefial.

En la figura 10 se obser\;a un gel similar al anterior pero hibridado con AisG.
Las wes fotograffas de esta figura corresponden al mismo gel pero con tres
diferentes tiempos de exposicién, 3h, 24h vy 55h, de izquierda & dececha,
respectivamente. La cepa SL1 se comporta igual que cl pldsmido T*-hisG-Tc" (3).
Con BamH/ 1a sonda de hisG reconoce las bandas de 8.5 Kb y de 2.6 Kb. Con
Pstf reconoce la banda de 4.8 Kb. En ninguno de los carriles [, 2 y 4 se observé
la sefial esperada de la banda cromosomal de /isG, lo que hace mds dificil la
buena interpretacién de los resultados.

Cuando se usa el gene de Tc como sonda de hibridacién (fig. 11) se detectan
las dos bandas esperadas en el carril 3 al cortar con Bamkt/, y la banda de 4.8 Kb
cuando se corta con Pstl. Las bandas de la cepa SL1 que se observan se

comportan igual que las bandas del pldsmido control, esto parece apoyar la idea
de que esta cepa tiene el pldsmido completo como elemento extracromosémico no

integrado.

40



B

P 8 P B P

d — —— ey, Ay
123 4%123 4 12 34x%1234 123 4%123 4

PR s o
Ol winh=

5.6

SRR £

Fig.- 10 Southern de DNA total de las cepas SLl
(1), SLb (2) y SL3261 (4), en el carril (3) esta el
plasmido r°-hisG-Tc® y (*) es DNA de lamda digerido
con HindIII como marcador de peso molecular. B: DNA
digerido con BamiI, P: DNA digerido con PstI. Se utilizo
al gene de HisG como sonda de hibridacion. Los tiempos de
exposicion son: 3 h, 24 hy 55 h.



B P B P 8 p

——t—y Ay ey
1.2 341234123 4%1234 123 4%1234

N A gpw
Ol -

[=17]

5.6

R X

" ¢

Fig.- 11 Southern de DNA total de las cepas SL1
(1), SLb {2) y SL3261 (4), en el carril (3) esta el
plasmido m-hig@-Tc® y (*) &s DA de lamda digerido
con HindIII como marcador de peso molecular. B: DNA
digerido con BamHI, P: DNA digerido con PstI. Se utilizo
al gene de Tetraciclina como sonda de hibridacion., Los
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David Hone et al. 1988, reportaron una frecuencia de recombinacién sencilla
de 1x10? entre un pldsmido y la regién cromosomal de hisOG de una cepa
mutante galE de S. typhimurium (LT2H1). Dos eventos de recombinacién implican

entonces una frecuencia de 1x10%, es decir, una por cada millon de bacterias es

posibie que sea una dobic recombinaiie. D¢ acticido a Cstc TCpOTIC, on nLSSTOs
experimentos de seleccién de la doble recombinante al tomar 10° bacterias
estarfamos tomando eproximadamente 100 bacterias con eventos de
recombinaci6n.

Sin embargo, los resultados obtenidos indican que la frecuencia de dobles
recombinantes para el sistema que trabajamos es menor de 1 x 10°%, y por esta
misma razén las estrategias utilizadas para seleccionar las dobles recombinantes
no fueron las més adecuadas,

El resto del sisterna se comport6 bien hasta el momento de trabajar con ¢l
plésmido termosensible T-HisG-T¢" en la cepa SL3261. Como se observa en
la g?éﬁca 5 el pldsmido no se comporta igual que en E. coli 0 que en SL.5283,
ya que al parecer hay una disminucién de su termosensibilidad, es decir es mds
termoestable. Esta pérdida parcial de la termosensibilidad podrfa explicar en parte

Ia dificultad para seleccionar una doble recombinante, adn cuando su frecuencia

fuera alta. Hay varias posibilidades para explicar este comportamiento, las més
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fac‘tibles son dos: que haya ocurrido una mutacién en el plismido que revierta la
funcién normal de replicacién; que el pldsmido se integre completamente al
cromosoma a la frecuencia reportada de 1 X 10, manifestdndose as{ en un
porcentaje alto de una poblacién, o bien que exista una diferencia fenotfpica entre
las cepas MC1061, SL5283 y SL3261 que den por resultado las anomalfas que
estamos observando.

La primera opcién es posible, ya que Armstrong, K. A. er al.  (1984)
determinaron que la protefna codificada por el gene repl0] del pidsmido pSC101
(llamada proteina RepA) es requerida para la replicacién del pldsmido, y que el
pldsmido derivado termosensible pHSG1 (del cual deriva el pHHSG415) presenta
una rutacién puntual que provoca un cambio de C a T en el nucleotido 947 del
gene repl0!, Este cambio ocurre en fa segunda posicién del codon GCT dando
GTT y produce un cambio de alanina a valina a nivel de la protefna.

La segunda opcién contempla que esté ocurriendo la integrazién del pldsmido
al cromosoma, y a alta temperatura el pldsmido sea replicado como parte del
cromosoma, y por eso no se observe la pérdida del pldsmido en la pobiacion.
Existen trabajos que prueban que cuando se pone un pldsmido en una bacteria bajo
condiciones en las que el pldsmido no se replica se favorece la integracién del
plismido al cromosoma. Ademis, se sabe que cuando bacterias con un pidsmido
integrado al cromosoma se ponen en condiciones en las que se pueda replicar el
pldsmido esto trae consecuencias letales para las bacteria (Yamaguchi, K. & J.

Tomizawa, 1980).
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Esta observacién es interesante y se puede aprovechar para modificar nuestra
estrategia de selecién de dobles recombinantes. De hecho hay algunos reportes en
los que, basados en esta misma observacién han realizado trabajos de obtencién
de cointegrados y de productos de disociacién para obtener cambios especificos
en el cromosoma bacteriano (Cuningham, P.R 1985; Hamilton, C.A 1989).

Recicntemente Blomfield et al. (1991) reportaron un sistema en el que
también utiliza un pldsmido termosensible y secuencias homélogas al cromosoma
para realizar un intercambio alélico entre el pldsmido y el cromosoma. Primero
seleccionan bacterias que hayan integrado el pldsmido al cromosoma por un
evento de recombinacién, después las crecen a la temperatura permisible de
replicacién para sclecionar aquellas bacterias que hayan perdido al plidsmido del
cromosoma, como resultado de un segundo evento de recombinacién. Lucgo
seleccionan aquellas en las que haya ocurrido el intercambio alélico y las crece
de nuevo a la temperatura restrictiva para curar el pldsmido. Todos estos trabajos
han sido realizados en E. coli sin embargo debieran ser posibles de aplicarse en
Salmcnclla micniias nvu se demuestre jo contrario.

En cuanto a la tercera opcidn, en la que se contemplan las posibles diferencias
fenotfpicas entre las cepas de E. coli y las de S. typhimurium como las causas
directas de la altcracién del comportamiento de termosensibilidad del pldsmido,
resulta que el plismido pHSG415 es un derivado de pSCI0l que fue
,mutégenizado y seleccionado en cepas de E. coli, el cual sin embargo, fue aislado

originalmente de una cepa de Salmonella panama (Cohen y Chang, 1977).
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Aunque no- existen reportes claros al respecto existe la posibilidad de que
Salmonella posea protefnas semejantes a la protefna RepA escencial de los
pldsmidos del tipo de pSC10! que de alguna manera esten supliendo la funcién
de las proteinas RepA mutantes termosensibles, permitiendo Ia replicacién normal
del pldsmido inclusn a altas temperaturas.

Hasta este momento no tenemos los elementos suficientes para inclinarnos
més por alguna de las posibilidades expuestas anteriormente. Creemos que
cualquier estrategia que se elija para continuar con este proyecto debe considerar
seriamente las posibilidades anteriores de manera que podamos entender lo gque
est4 pasando, y sobre todo para poder alcanzar el objetivo planteado inicialmente.

Es recomendable mejorar el método de selecci6n de las dobles recombinantes,
de tal forma que sea mds directo. Esto es posible si anexamos al pldsmido vector
un marcador selectivo que nos permiita seleccionarlo negativamente, de esta
manera podemos eliminar las bacterias que contengan pldsmidos atin después de
haber sido curadas.

Si esta seleccién la hacemos en presencia de tetraciclina estaremcs
seleccionando directamente  las bacterias que tengan el gene integrado de
tetraciclina y hayan perdido el pldsmido vector. Un ejemplo de estas técnicas es
1a utilizacién del gene sacB de Bacillus subtilis (Lepesant, et al. 1972). La
expresion de este gene clonado en E. coli y en otras bacterias Gram-negativas es

letal en presencia de sacarosa a 37°C (Gay er al. 1985).
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