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INTRODUCCION:

El género Salmonella comprende bacilos Gram-negativos, pertenece a la familia
de las Enterobacterias y es de crecimiento intracelular facultativo. Actualmente el
género Salmonella esta constituido por dos especies denominadas; Salmonella
enterica y Salmonella bongori (WHO, 2003). Salmonella enterica incluye 7
subespecies y cada una, a su vez esta subdividida en serotipos o serovares, de
acuerdo al tipo de antigeno H (flagelar) u O (somatico). De esta manera se han
descrito mas de 2,375 serovares de Salmonella. Todos los serotipos que afectan

a humanos se encuentran dentro de la especie de Salmonella enterica (Miller, SI. y
Pegues, D. 2000).

Salmonella es una bacteria que habitualmente se aloja en el intestino, en
consecuencia es el agente causal de diferentes infecciones intestinales,
conocidas como salmonelosis. La salmonelosis humana puede dividirse en dos

sindromes:

1. La fiebre entérica, que implica una infeccion sistémica causada por
Salmonella enterica Serovar Typhi (S. typhi), y la fiebre paratifoidea que
es patoldgica y clinicamente similar a la fiebre tifoidea, causada por

Salmonella enterica Serovar Paratyphi A, B o C.

2. La gastroenteritis, que es la infeccion mas comun y es causada por
muchos serotipos, entre los mas frecuentes se encuentran Salmonella
enterica Serovar Typhimurium (S. typhimurium) y Salmonella enterica
Serovar Enteritidis (S. enteritidis). Este tipo de infecciones puede ser

autolimitada por el hospedero y no implica una infeccion sistémica
(WHO, 2003; Calva, E. 2002).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad van desde gastroenteritis
autolimitada, infecciones localizadas como osteomielitis y meningitis, enfermedad

sistémica grave hasta un portador crénico asintomatico (Miller y col. 1995).



En el humano, S. typhimurium causa gastroenteritis autolimitante; sin embargo,
en ratdbn produce una enfermedad sistémica semejante a la fiebre tifoidea
humana, por lo que la fiebre tifoidea murina producida por S. typhimurium es
considerada el modelo estandar para estudiar la patogenia de la fiebre tifoidea

humana (Jones, B. y col. 1994).

La fiebre tifoidea es un problema de salud mundial. ElI impacto real de la
enfermedad es dificil de estimar porque en la clinica puede confundirse con otras
infecciones febriles. El impacto econdmico y social de la enfermedad es alto
debido a la hospitalizacion de pacientes con infeccion aguda y complicaciones
asociadas, ademas de la pérdida de ingresos atribuidos a la duracién de la
enfermedad. Adicionalmente se ha reportado aparicion de cepas multirresistentes
a los antibioticos empleados en la profilaxis y tratamiento de esta infeccion,
incluyendo brotes con gran impacto en morbilidad (WHO, 2003).

En el afio 2000 la incidencia de la fiebre tifoidea en zonas endémicas (Ver Fig. 1),
ha sido estimada en aproximadamente 17 millones de casos y 600,000 muertes
asociadas cada afio. En Asia y Africa la mayoria de los casos ocurren en
personas entre los 3 y 19 afios de edad, por ejemplo, en Indonesia se reportan
aproximadamente 900,000 casos por afio con alrededor de 20,000 muertes. En
Papua, Nueva Guinea se reporta una situacién similar (WHO, 2003). En
Sudamérica, la incidencia de la fiebre tifoidea es baja en nifios menores de 3
afnos; en esta area el pico de incidencia ocurre en edad escolar entre los 5y 19
afnos y en adultos mayores de 35 afios. En México, en los ultimos 20 afios la tasa
de fiebre tifoidea ha disminuido considerablemente, sin embargo, los datos la
Direccion General de Epidemiologia muestran que la tasa de fiebre tifoidea por
cada 100,000 habitantes en el afio 2000 fue de 7.59, en el afio 2001, de 7.47, en
el afio 2002 de 7.7, en el 2003 de 19.4 y en el 2004 de 24.63. Estos datos indican
claramente que a pesar de todos los esfuerzos, la fiebre tifoidea es una
enfermedad que permanece como endémica en nuestro pais, y que en cualquier
momento puede incrementar el numero de casos provocando brotes. En paises
desarrollados como Estados Unidos (USA), la enfermedad esta practicamente

erradicada, sin embargo; las personas que viajan a las zonas endémicas y que



regresan a USA provocan hasta 800 casos al afio es decir, son una causa
importante de infecciones en viajeros (Miller, SI. y Pegues, D. 2000).
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Fig.1 Distribucion geografica de la fiebre tifoidea (WHO. 2003)

Entre el 1 y 5% de los pacientes alrededor del mundo con infecciéon aguda han
sido reportados como portadores crénicos de la infeccidn en vesicula biliar,

dependiendo de la edad, sexo y régimen de tratamiento. (WHO, 2003).

El diagnéstico de la fiebre tifoidea se da cuando el agente causal se aisla a partir
de una muestra de sangre, médula O&sea, orina, materia fecal o bilis. Este se
puede confirmar mediante la deteccidon de anticuerpos especificos contra la
bacteria en el suero del paciente (Bhan, MK. 2005). La prueba de Widal identifica
anticuerpos aglutinantes contra los antigenos O (somatico) y H (flagelar) de S.
typhi, los cuales aparecen 7 a 10 dias después de iniciada la enfermedad (widal,
FM. 1986). Sin embargo, la sensibilidad y especificidad de esta prueba no es
totalmente confiable debido a que existe reaccidn cruzada con otros epitopos de
bacterias pertenecientes a la familia Enterobactereacea, ademas en pobladores
sanos de zonas endémicas se ha observado la presencia de titulos de
anticuerpos contra Salmonella, haciendo dificil la diferenciacion entre individuos

sanos, enfermos y portadores asintomaticos (WHO, 2003; Bhan, MK. 2005)

La estrategia para la prevencion de la fiebre tifoidea involucra la limpieza del agua
y alimentos, higiene personal y una sanitizacion apropiada, ademas de la

implementacion de vacunas.



Las principales vacunas contra S. typhi son la del polisacarido Vi y la Ty21a (Bhan,
MK. 2005), sin embargo; existen varios problemas con estas vacunas. La vacuna
viva atenuada de la mutante Ty21a es efectiva en areas endémicas, pero no esta
aprobada para su uso en nifios menores de 6 afos, ademas requiere de la
aplicacion de tres a cuatro dosis. Por otra parte, la vacuna Vi esta aprobada para
nifios mayores de dos afios y una dosis de Vi provee una proteccion similar a la
que provee la vacuna Ty21a, pero su protecciéon sélo dura de 2 a 3 afios (Klugman,
KP. 1996), por lo tanto, la mayor desventaja de estas vacunas es que carecen de la
induccion de inmunidad a largo plazo. Ademas los resultados de proteccion en
zonas endémicas han sido controversiales (Miller, Sl.; Pegues, D. 2000). Por otra parte
todas las vacunas comercialmente disponibles son contra S. typhi y no existen
vacunas contra otros serotipos, que de existir, tendria un gran impacto en
medicina veterinaria y en la industria avicola. Lo anterior demuestra que estamos
lejos de tener una vacuna ideal contra las infecciones por Salmonella y que es
necesario incrementar el conocimiento sobre los mecanismos de virulencia,
patogenicidad e inmunoldgicos en la interaccion de esta bacteria con el

hospedero.

La fisiopatogenia de la infeccion por Salmonella se inicia cuando la bacteria entra
por via oral al organismo, por ingestion de agua o alimentos contaminados con la
bacteria. Las condiciones acidas del estomago reducen la dosis infectiva de la
bacteria, lo cual sugiere que el pH acido del estbmago representa la primera
barrera contra la infeccidn. Sin embargo, Salmonella muestra una respuesta de
tolerancia al medio acido (Ohl, M. y col. 2004). S. typhimurium emplea varios
mecanismos para evadir o reparar dafo asociado al estrés acido, los dos
principales han sido denominados respuestas de tolerancia a acido (RTA), estas
son clasificadas en base a la fase de crecimiento en la cual son inducidas. En
estudios de RTA en la fase logaritmica se ha observado que cerca de 50
proteinas de choque acido son producidas durantes esta respuesta. Los genes
oS y fur son requeridos para la RTA en fase logaritmica y el control de la

produccion de las proteinas de choque acido (Foster, JW. 1991).



Posteriormente, la bacteria pasa por duodeno, yeyuno hasta alcanzar el iledn
terminal donde invade células M para alcanzar a los foliculos de las placas de
Peyer, donde infecta células mononucleares para diseminarse a 6rganos del

sistema reticulo endotelial (nédulos linfaticos, higado, bazo y médula 6sea) (Jones,
B. y col. 1994).

En el modelo murino, utilizando a Salmonella typhimurium se ha descrito que esta
bacteria invade selectivamente células M. Ademas, la invasion de Salmonella a
células M esta acompanada por la desaparicion de microvellosidades en la zona
de contacto entre la bacteria y la célula hospedera (Jones, B. y col. 1994), La entrada
de Salmonella a enterocitos es diferente a la endocitosis mediada por receptores
comunmente descrita para bacterias como Yersinia y Listeria, en el caso de
Salmonella se ha denominado macropinocitosis (MPC). (Ohl, M. y col. 2001; Cossart,
P. y col. 2004), caracterizada por una serie de rearreglos en el citoesqueleto
inducidos por proteinas efectoras de la bacteria, evento que es seguido de un
ondulamiento de la membrana celular denominado “ruffling” con la consecuente
internalizacion de la bacteria (independiente de endocitosis mediada por

receptor), que queda en el interior de una vacuola gigante (macropinosoma).

La macropinocitosis es una forma de endocitosis, y se refiere a la formacion de
vesiculas endociticas primarias, largas e irregulares debida al cierre de
lamelipodios generados por un ondulamiento de la membrana celular,
denominado “ruffling” (Nichols, BJ. 2001). La macropinocitois es distinta de otras vias
de entrada previamente caracterizadas como es la micropinocitosis, que incluye
endocitosis de moléculas pequefnas dependiente e independiente de receptores y
vesiculas pequefias cubiertas con clatrina (Swanson, JA.; Watts, C. 1995). La cascada
de sefalizacién que induce macropinocitosis involucra a las GTPasas de la familia
Rho, las cuales activan la polimerizacion de actina en la membrana celular,
generando grandes vesiculas endociticas, llamadas macropinosomas, que

acarrean grandes volumenes de medio extracelular (Conner, S.; Schmid, S. 2003).

Los macropinosomas son estructuras dinamicas que frecuentemente se mueven
hacia el interior de la célula, hasta aproximarse al nucleo de la misma, persisten

por aproximadamente 5 a 20 minutos, la membrana de este macropinosoma



generalmente se encuentra constituida por componentes similares a los de la

membrana plasmatica (Nichols, BJ. 2001).

Debido a que los macropinosomas son relativamente grandes (mayores a 2 um),
estos proveen de una ruta de endocitosis no selectiva para macromoléculas, lo
cual ha sido aprovechado por algunos patdgenos para invadir a la célula,

(Swanson, JA y col. 1995), un ejemplo de ello es Salmonella (Alpuche-Aranda, CM. 1994).

Salmonella typhimurium induce “ruffling” en el macréfago e ingresa en un
macropinosoma para formar posteriormente un fagosoma gigante, que persiste en
el citoplasma y constituyen un nicho perfecto para la sobrevivencia de la bacteria
dentro del macrofago. Mediante videomicroscopia se ha observado que S.
typhimurium induce macropinocitosis en los primeros 2 minutos de contacto con la
célula, el fagosoma naciente es formado entre 2 y 6 minutos después del contacto
bacteria-célula. Asi mismo se ha observado que algunos fagosomas se fusionan
con otros fagosomas o con macropinosomas (Alpuche-Aranda C. 1994).

En los ultimos afios muchas investigaciones sobre Salmonella se han enfocado
principalmente en identificar cuales son los genes y los mecanismos moleculares
de esta bacteria involucrados en la entrada, replicacion, persistencia e induccion

de la respuesta de la célula eucaridtica.

El analisis de la estructura genética de patdogenos bacterianos revelan que varios
genes de virulencia se encuentran frecuentemente agrupados y localizados en
regiones del cromosoma denominadas islas de patogenicidad. Las islas de
patogenicidad contienen multiples genes funcionalmente relacionados, que son
necesarios para un fenotipo de virulencia especifico (Onl, M. y Miller, SI. 2001). Por
ejemplo, la isla de patogenicidad 1 de Salmonella (Del inglés “Salmonella
Pathogenicity Island”. SPI-1), codifica genes necesarios para la invasion a células

epiteliales.

De este modo numerosos genes de S. typhimurium que se han identificado son

expresados o requeridos para la entrada de la bacteria a células epiteliales.



Algunos de estos genes de virulencia se encuentran codificados en la isla de
patogenicidad 1 de Salmonella (SPI-1), localizada en el centriosoma 63 de la
bacteria. En esta isla se encuentra contenido un sistema de genes reguladores y
efectores compuesto por inv, hil, prgHIJK y syr. Los genes invABC fueron los
primeros genes de SPI-1 clonados y se observdé que bacterias mutantes que
carecian de estos genes fueron atenuadas en su virulencia, debido a su defecto

en la invasion a células epiteliales (Galan, JE. y Curtiss, R. 1989).

Las proteinas efectoras de SPI-1 inducen diversos cambios en la célula del
huésped, como alteracion de funciones de transduccion de sefales, arquitectura
del citoesqueleto, el transito intracelular y la expresion de genes que codifican
para citocinas. Todas estas alteraciones hacen permisible a la célula para la
invasion bacteriana y el establecimiento de un nicho intracelular que le permitira a

la bacteria replicarse (Ohnl, M. y Miller, SI. 2001).

Las proteinas SopE y SptP son dos proteinas efectoras codificadas por SPI-1,
cuyo blanco son las proteinas Rho que incluye a Cdc42, Rac1 y Rho, las cuales
juegan un papel central en la regulacion de la polimerizacion del citoesqueleto de
actina; SopE y SptP inducen rearreglos dramaticos en el citoesqueleto de actina
de la célula hospedera (Hardt, WD. 1998). Ademas, SipA y SipC, otros efectores de
la SPI-1, se unen directamente con actina y promueven la formacion del “ruffling”
en la membrana celular (Onhl, M. y Miller, SI. 2001). También se han identificado
proteinas efectoras de la SPI-1 involucradas en la induccion de respuestas
inflamatorias y de secrecion de fluidos en el intestino, una de ellas es SopB, quien
ademas de participar en la inflamacién y secrecion de fluidos es capaz de
estimular el reclutamiento de células polimorfonucleares (PMNs) en el sitio de la

infeccidn (Darwin, K. y Miller, V. 1999).

Por otra parte, la isla de patogenicidad 2 de Salmonella (SPI-2), contiene genes
necesarios para la replicacion intracelular en macréfagos, que intervienen en la
maduracién de la vacuola que contiene a Salmonella (SCV), evitando la fusion
fagolisosomal (Buchmeier N 1991), y la accion de los efectores microbicidas en
macrofagos (Ochman, H. y col. 1996). Ademas, estos genes estan involucrados en el

establecimiento de la infeccidon sistémica en el modelo murino de fiebre tifoidea



(Ohl, M. y col. 2001). Los efectores de Salmonella codificados en SPI-1 y en SPI-2
son translocados del citoplasma bacteriano a la célula eucariética a través de un

sistema de secrecién de tipo tres (SSTIII).

Los serotipos de Salmonella que causan fiebre entérica pueden sobrevivir y
replicarse en el interior de los macrofagos del hospedero (Alpuche-Aranda, Cm. 1995),
y de esta manera establecer una infeccion sistémica. Durante la residencia de
Salmonella en el macréfago la bacteria esta expuesta a microambientes adversos
tales como deprivacion de nutrientes, acidificacion del medio y mecanismos
microbicidas del macréfago. Estos mecanismos microbicidas incluyen la
produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, asi como péptidos
antimicrobianos y enzimas hidroliticas. Salmonella es capaz de censar el
ambiente fagosomal y activar mecanismos de virulencia que le permiten resistir y
evadir los mecanismos microbicidas del macrofago (Alpuche-Aranda, CM. 1992;
Vazquez-Torres, A. 2000; Bader MW. y col. 2005).

Salmonella es capaz de censar su microambiente mediante un sistema de dos
componentes, denominado PhoP/PhoQ que se encuentra codificado en el locus
phoP y fue primeramente identificado en S. typhimurium como regulador de la
expresion de una fosfatasa acida no especifica (Miller, SI. y Mekalanos, J. 1989). En
este sistema la proteina PhoQ es un censor de cinasas localizado en la
membrana interna, el cual responde a estimulos como concentraciones bajas de
Ca?" y M92+ (Garcia-Vescovi, E. y col. 1996), asi como a pH acido (Alpuche-Aranda, CM.
1992). Por otra parte, PhoP es un activador transcripcional (Ohl, M. y col. 2001). El
sistema PhoP/PhoQ controla la expresién de mas de 40 genes de S. typhimurium,
induciendo la expresion de genes llamados genes activados por PhoP (pags), y
reprimiendo la expresion de otros genes denominados genes reprimidos por PhoP
(prgs). Los pags son expresados cuando la bacteria se encuentra dentro del
fagosoma; 3 a 4 horas después de la internalizacién de la bacteria por el

macréfago, y son requeridos para su sobrevivencia dentro del mismo (Alpuche-
Aranda, CM. 1992).

Se ha observado que mutantes de Salmonella en el sistema PhoP/PhoQ tales

como la mutante nula en phoP (carente del gen phoP: phoFP’), y la mutante



constitutiva en phoP (phoP°, en la que la expresion de los genes pags esta
constitutivamente encendida y los genes prgs tienen el maximo de represion),
son altamente atenuadas en su virulencia y tienen defecto en su replicacion y
sobrevivencia dentro de macrofagos (Miller, SI. y Mekalanos J. 1989), lo cual
demuestra que la regulacion de la expresion de los genes pags y prgs son

importantes para la virulencia de Salmonella .

La activacion del regulon PhoP desencadena una serie de modificaciones en los
componentes proteicos y del lipopolisacarido de la membrana interna y externa de
la bacteria (Onl, M. y Miller, SI. 2001). Estas modificaciones en la superficie de la
bacteria promueven que Salmonella sobreviva a ambientes estresantes dentro del
fagosoma, en parte debido a la adquisicién de resistencia a la actividad de los
péptidos antimicrobianos. La activacion de los genes de PhoP promueven la
resistencia a los péptidos antimicrobianos mediante la catalisis de reacciones que
hacen modificaciones covalentes del lipido A, un componente del lipopolisacarido.
Estas modificaciones impiden la insercion de los péptidos antimicrobianos en la
membrana externa de la bacteria por la alteracion en la fluidez de la membrana y
densidad de carga en la superficie (Guo, L. y col. 1998). Ademas, estas
modificaciones al lipido A resultan en la produccion de moléculas de lipolisacarido

con un potencial proinflamatorio significativamente menor (Ohl, M. y Miller, SI. 2001).

Durante el estudio de induccién de macropinocitosis, se observd que la mutante
de Salmonella, phoP° es capaz de inducir este fenotipo en mucho menor
proporcion que la cepa silvestre; ademas de ser defectuosa en la formacién de
fagosomas gigantes. Debido a que la cepa phoP° sobrevive menos dentro de
macrofagos con respecto a la cepa silvestre, se pens6 que la formacion de
fagosomas gigantes es un mecanismo importante para la sobrevivencia de
Salmonella y en consecuencia de su patogenicidad (Alpuche-Aranda, C. 1994). Dado
el fenotipo que presenta la cepa mutante phoP° se podria sugerir que los genes
prgs estan implicados en la induccién de macropinocitosis y la formacién de
fagosomas gigantes (Alpuche-Aranda, C. 1994). Sin embargo, estudios posteriores
demostraron que la cepa mutante en los genes prgHIJK (genes que estan

relacionados con la invasion a células epiteliales), asi como también mutantes en
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los genes hil e invA, codificados dentro de SPI-1,especificamente, inducen
macropinocitosis y formacion de fagosomas gigantes de igual manera que la cepa
silvestre (Alpuche-Aranda, CM. 1995). Estos resultados indican que genes prgs
diferentes a los prgHIJK estan implicados en la induccidn de macropinocitosis y
fagosomas gigantes; o bien, que se trate de otro(s) locus genético(s) diferente(s),
que no estén relacionados con el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ. Es
decir la induccién de macropinocitosis en macrofagos parece estar regulada
genéticamente de manera diferente de lo que ocurre en la invasién a células

epiteliales.
A la fecha no hay datos en la literatura que demuestren el descubrimiento de

nuevas proteinas efectoras de Salmonella involucradas en la induccion de

macropinosomas y fagosomas gigantes en macréfagos.
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Resultados preliminares:

En trabajos previos hechos en el laboratorio se construyé un banco de 2000
mutantes, realizando mutaciones al azar en genes que codifican para proteinas
de membrana externa y proteinas secretadas, utilizando el transposdn TnphoA.
De este banco se tomaron las primeras 500 mutantes y fueron analizadas para
identificar aquellas deficientes en la induccion de macropinocitosis y formacion de
fagosomas gigantes. En esté analisis se identificaron 3 cepas denominadas
627::TnphoA, 628::TnphoA y 1284::TnphoA que tenian deficiencia en la induccién
del fenotipo ya mencionado comparada con la cepa silvestre; lo cual las hizo
candidatas a estudios posteriores de sobrevida en macréfagos murinos y ensayos
de citotoxicidad. En estas cepas; la disminucion de la capacidad de induccion de
macropinocitosis y formacién de fagosomas gigantes correlaciona con la

sobrevida intracelular y la citotoxicidad a macroéfagos murinos (Ramirez-Aguilar, ML.
2004).

Posteriormente se comprob6 la insercion de TnphoA por analisis tipo “Southern
Blott” en el cromosoma de las cepas mutantes seleccionadas, y se encontré que
la mutante 1284::TnphoA tiene una sola insercidon de dicho transposoén, por lo que

se considero esta mutante para hacer estudios de virulencia (Ramirez-Aguilar, ML.
2004).

Por otra parte, estudios in vivo en el modelo murino de fiebre tifoidea mostraron
que la cepa 1284::TnphoA es menos virulenta que la cepa silvestre y que la cepa
mutante coloniza higado y bazo en menor proporcion con respecto a la cepa
silvestre (Corona-Romero, A. 2005). Lo anterior sugiere fuertemente que la induccion
de macropinocitosis y formacién de fagosomas gigantes son fenotipos
relacionados con virulencia en el modelo murino ya que la interrupcion de un gen
involucrado en estos fenotipos disminuye también la virulencia para producir

fiebre tifoidea.

Con la secuenciacién de 400 pb del gen de Salmonella interrumpido por en
transposén TnphoA se pudo identificar que el gen presenta un 98% de similitud

con un gen phsA de S. typhimurium LT2 (Urban-Reyes, ML. 2005).



Las proteinas son macromoléculas de suma importancia que pueden funcionar
como moléculas efectoras, de sefializacion o de regulacion en todo sistema
bioldgico, por ello; se considerd que el analisis de la expresion de proteinas de la
cepa mutante 1281::TnphoA comparada con la cepa silvestre sera de suma
importancia para conocer mas sobre los factores implicados en la induccion de
macropinocitosis y formacion de fagosomas gigantes, mismos que nos llevaran a
un mejor entendimiento de la patogenia de la infeccion por Salmonella.



RESUMEN:

El género Salmonella comprende bacilos Gram negativos, de crecimiento intracelular
facultativo, que producen un amplio espectro de enfermedades dependiendo de la
especificidad de serotipo y su relacién con el hospedero. La fiebre tifoidea humana es
producida por Salmonella typhi, por otra parte S. typhimurium solamente causa
gastroenteritis autolimitante en humano; sin embargo, en ratén produce una enfermedad
sistémica semejante a la fiebre tifoidea humana, por lo que la fiebre tifoidea murina
producida por S. typhimurium es considerada como el modelo estandar para estudiar la
patogenia de fiebre tifoidea humana. La fisiopatogenia de la infeccion por Salmonella se
inicia mediante la entrada de la bacteria por via oral al organismo; posteriormente pasa al
lumen del intestino delgado distal, y a través de los enterocitos o células M de la mucosa
intestinal, llega a las placas de Peyer donde es fagocitada por los macréfagos y
diseminada a bazo, higado, médula 6sea. La entrada de Salmonella a enterocitos es
diferente a la endocitosis mediada por receptores, debido a que ésta se caracteriza por
inducir movimientos de membrana conocidos como “ruffling”; que favorece la formacion
de vacuolas de considerable tamafio que se denominan macropinosomas (MPC), en
consecuencia Salmonella puede ser internalizada por medio de estos macropinosomas,
mejor conocidos como fagosomas gigantes (FG).

Previamente se realizé mutagénesis aleatoria en el cromosoma S. typhimurium con el
transposon TnphoA que tiene capacidad de insertarse en genes que codifican para
proteinas de membrana externa. Se encontré que la cepa denominada 1284::TnphoA
tiene una sola insercion de éste transposon y mostré una disminucién en su capacidad de
inducir MPC y FG, asi mismo se observd que dicha mutante fue menos virulenta (DLs,
1000 veces mayor) que la cepa silvestre, fue menos téxica y sobrevivi6 menos en
macréfagos con respecto a la cepa silvestre. Recientemente nuestro grupo de trabajo
identificé que el gen interrumpido por el transposén TnphoA en el genoma de S.
typhimurium codifica para la proteina PhsA con funcion de oxidoreductasa.

En este trabajo nos proponemos comparar la expresion de proteinas entre S.
typhimurium cepa silvestre y cepa mutante 1284::TnphoA para identificar si hay una o
mas proteinas afectadas por la insercion de TnphoA en el gen phsA.

Para ello se obtuvieron extractos de proteinas totales, de membrana externa,
periplasmicas y secretadas de S. typhimirium tanto de la cepa silvestre como de la cepa
1284::TnphoA, las proteinas se purificaron y cuantificaron. Los diferentes extractos se
sometieron a separacion electroforética convencional en geles SDS-PAGE con la
finalidad de analizar de manera general el patron de expresién de proteinas de los
diferentes extractos Para hacer mas evidentes los cambios en el patron de expresion
proteico se realizé una electroforesis bidimensional segun el método de O’Farrell (1975).
Los mapas protedmicos obtenidos muestran una clara diferencia en la expresion de
proteinas totales entre S. typhimurium cepa silvestre y 1284::TnphoA debida a la
insercion del transposén TnphoA en el gen phsA. Son aproximadamente 15 las proteinas
que se expresan diferencialmente entre las dos cepas, la mayoria de ellas tienen un peso
molecular de entre 20 y 50 KDa. Las diferencias mas notables en la expresion de
proteinas se encuentran en las proteinas del espacio periplasmico y en las proteinas
secretadas, no asi en las proteinas de membrana externa. La identificacion mediante
MALDI-TOF de una de las proteinas periplasmicas que aparece en la cepa mutante
indica que se trata de la proteina STM1 499 de S. typhimurium LT2, cuya funcion es de
una dimetil sulféxido reductasa. Las proteinas PhsA y STM1 499 tienen actividad de
oxido-reductasa, esto sugiere que estas proteinas pueden jugar un papel importante en la
induccién de macropinocitosis y fagosomas gigantes, en consecuencia en la virulencia y
patogénesis de Salmonella.



JUSTIFICACION:

A la fecha la fiebre tifoidea sigue siendo un problema de salud publica en paises en
vias de desarrollo, y México no es la excepcion. Aun cuando se han disefiado
programas de prevenciéon mundiales, estos no han sido suficientes para evitar brotes
de fiebre tifoidea y otras salmonelosis. Ademas se reportan cada vez con mas
frecuencia cepas de Salmonella typhiy no typhi resistentes a los antibiéticos usados
convencionalmente en el tratamiento de esta infeccion. Por otra parte, las vacunas
existentes contra Salmonella no proveen de una proteccion prolongada por lo que
hay necesidad de revacunaciones periédicas que han dado resultados
controversiales en zonas endémicas de fiebre tifoidea. Debido a estas razones, es
muy importante continuar con estudios sobre las bases moleculares de la patogenia
de esta infeccion; lo cual proporcionara nuevo conocimiento, que permitira elaborar

estrategias de prevencion, diagndstico y tratamiento mas eficientes.

Los macrofagos son el blanco principal de Salmonella; éstos son infectados a través
de la induccion de macropinosomas (MP) y fagosomas gigantes (FG), este fenotipo
requiere de la participacion de proteinas producidas y secretadas por la bacteria. Se
sabe que estas no estan codificadas dentro de las Islas de Patogenicidad de
Salmonella 1 y 2, sugiriendo que las proteinas implicadas en la induccion de este

fenotipo se encuentran en otra regién genética del cromosoma bacteriano.

Estudios preliminares demostraron que una insercidén del transposén TnphoA (cepa
1284::TnphoA), disminuye notablemente la induccion de MP y FG asi como su
virulencia. A la fecha sélo se sabe que el gen interrumpido codifica para la proteina

PhsA de S. typhimurium LT2, sin embargo su papel en la induccion de MP y FG no
es claro, es por ello que consideramos que el estudio de la expresion de proteinas
totales, de membrana externa, periplasmicas y secretadas de la cepa 1284::TnphoA
en comparacion con la cepa silvestre aportara informacidén necesaria para saber si
hay otra(s) proteina(s) involucrada(s) en la induccién de MPC y FG, conocimiento
que ayudara a comprender mejor los factores implicados en la induccion de este
fenotipo, asi mismo nos llevara a tener un mejor entendimiento de la patogenia de

la infeccion por Salmonella.
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HIPOTESIS:

El analisis de la expresion de diferentes extractos proteicos de la cepa mutante de
Salmonella typhimurium 1284::TnphoA comparado con los extractos proteicos de la
cepa silvestre proporcionaran evidencia acerca de la participacion de alguna(s)
proteina(s) implicada(s) en la induccién de macropinocitosis y formacién de

fagosomas gigantes.

OBJETIVO GENERAL.:

Caracterizar el perfil de expresion de diferentes extractos de proteinas de la cepa
mutante de S. typhimurium denominada 1284::TnphoA comparando con la cepa
silvestre.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Describir el perfil de expresion de proteinas totales, periplasmicas, de membrana
externa y secretadas de la cepa mutante (1284::TnphoA) y la cepa silvestre de S.
typhimurium mediante electroforesis SDS-PAGE.

2.- Describir el perfil de peso molecular y punto isoeléctrico de las proteinas totales,
periplasmicas, de membrana externa y secretadas de la cepa mutante

(1284::TnphoA) y la cepa silvestre de S. typhimurium.

3.- ldentificar una o0 mas proteinas que se expresen de manera diferencial en ambas

cepas de Salmonella

15



MATERIALES Y METODOS:

Cepas y medios de cultivo:

Como cepa silvestre (CS), se usé a Salmonella enterica Serovar Typhimurium
(S. typhimurium) ATCC 14028 con virulencia completa y la cepa mutante con
disminucion en la induccion de MPC y formacion de FG S. typhimurium
1284::TnphoA. Como controles se utilizaron S. typhimurium con mutacién
constitutiva en PhoP (phoP°), donada por el Dr. Samuel I. Miller (University of
Washington, Seattle, USA), la mutante en efectores de SPIl-2 S.
typhimurium::SpiC, donada por el Dr. Eduardo A. Groisman (University of
Washington, San Louis Missouri, USA) y la mutante en la formacion en la aguja
del SST Il codificado en SPI-1 S. typhimurium AprgH, donada por el Dr. Samuel I.
Miller (University of Washington, Seattle, USA). .

Condiciones de cultivo:

El crecimiento de las bacterias en medio liquido se realizé en medio Luria Bertani
(LB), adicionado con 25 pug/mL de kanamicina (Kn) (Sigma-Aldrich) para las cepas
1284::TnphoA y S. typhimurium::SpiC. El crecimiento se realiz6 a 37°C, con
agitacion de 40 rpm (aerofilia), en un agitador Roller Bellco Glass Inc. hasta que
se alcanzo la fase logaritmica [ajuste de indculo por espectrofotometria mediante
densidad o6ptica a 600 nm en una dilucién 1:10 del crecimiento bacteriano hasta
que se obtuvo un valor de 0.3, el cual corresponde a 10° unidades formadoras de

colonia/mL (UFC/mL), o la fase estacionaria, durante toda la noche.

El crecimiento de las bacterias en medio sélido se realizé en agar Luria Bertani a
37°C.
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Extraccién de proteinas

a) Proteinas totales:

Las proteinas totales se obtuvieron de acuerdo al método modificado descrito por
Sampthkumar (2004), brevemente; para poder obtener un extracto de proteinas
totales de Salmonella CS y 1284::TnphoA, se tomo una colonia fresca y pura de
cada cepa y se inocularon en 10 mL de caldo Luria Bertani hasta fase exponencial
en las condiciones previamente descritas; posteriormente se obtuvo el paquete
celular centrifugando el cultivo a 13,000 rpm (Centrifuga Hettich Universal 32R), a

5 °C durante 10 minutos.

El paquete celular se resuspendid y se dejé reposar durante una hora a
temperatura ambiente en 1 mL de amortiguador de lisis (40 mM Tris [pH 7.0], 0.1
mg de lisozima por mL, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1.5mM, urea 9M, CHAPS 2
% plv). El extracto se centrifugd a 13,000 rpm por 15 minutos (Centrifuga Hettich
Universal 32R), para remover los restos celulares. El sobrenadante resultante se
traté con 0.1 volumenes de un amortiguador que contenia MgCl, 50mM, 1 mg por
mL de DNasa, y 0.25 mg por mL de RNasa. La reaccion fue detenida después de
15 minutos a 4°C con 3 volumenes de acetona fria. A partir de este extracto se
obtuvieron las proteinas mediante precipitacion con acetona por 2 horas a -20 °C.
El precipitado fue recuperado por centrifugacion a 3,500 rpm (Centrifuga Sorval
RT7), por 15 minutos y resuspendido en una solucién que contenia urea 9M y

CHAPS 1% p/v; dejandose reposar por una hora a temperatura ambiente.

Finalmente el contenido proteico fue cuantificado mediante el método de Bradford
en microplaca (Bradford, MM. 1976).

b) Proteinas de membrana externa:

Las proteinas de membrana externa se obtuvieron de acuerdo al método descrito

por Rosales-Reyes R. (2004); brevemente; las bacterias (CS y 1284::TnphoA) se

crecieron en 50 mL de caldo LB hasta fase exponencial en las condiciones
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previamente descritas. Las células bacterianas fueron cosechadas mediante
centrifugacion a 13,000 rpm durante 10 minutos a 5 °C. El boton celular fue
lavado dos veces con PBS 1X y resuspendido en HEPES 0.01M (N-2-
hidroxietilenpiperacina-N-2-acido etanosulfénico), hasta obtener una densidad
optica de 0.6 a 540 nm medida en un espectrofotometro (Spectronic Genesys 5).
Posteriormente la bacteria fue sonicada hasta obtener una densidad éptica de 0.1

a 540 nm (Spectronic Genesys 5).

El sonicado fue centrifugado a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El
sobrenadante resultante fue tratado con 1 mg/mL de DNasa, 0.25 mg/mL de
RNasa (Roche), y MgCl, 50mM durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente este sobrenadante fue ultracentrifugado a 45,000 rpm (Beckman
L7-80 Ultracentrifuge), durante 45 minutos a 4°C para obtener las envolturas
celulares. El botdn fue resuspendido en una solucién de tritdn X-100 2% y HEPES
10 mM y se centrifugd 45,000 rpm durante 45 minutos. El boton resultante fue
resuspendido en una solucion que contenia Tris 0.05M, EDTA 5 mM, Triton X-
100 al 2% pH 8.0 y se centrifugd a 45,0000 rpm por 45 minutos a 4°C. El
sobrenadante fue recuperado y se le adiciond una mezcla de inhibidores de
proteasas (antipaina, bestatina, quimostatina, leupeptina y aprotinina), (Roche),
manteniéndose a temperatura ambiente durante una hora. Posteriormente se
dializé con agua desionizada durante 24 horas realizando cambio de agua cada 4
horas. Las proteinas fueron obtenidas mediante precipitacion con 3 volumenes de
acetona fria durante 18 horas a -20°C y fueron recuperadas mediante
centrifugacion a 8,000 rpm durante 10 minutos y resuspendidas en el
amortiguador de muestra que contenia Tris-HCI 62.5 mM, pH 6.8, glicerol al 20%,
dodecil sulfato de sodio (SDS), al 2%, y p—Mercapto etanol al 5% (Laemmili, 1970).

Las proteinas fueron cuantificadas por el método de Bradford en microplaca
(Bradford, MM. 1976).

c) Proteinas periplasmicas:

Las proteinas periplasmicas se obtuvieron de acuerdo al método descrito por

Ames (1984), brevemente; S. typhimurium (CS y 1284), se crecieron a partir de
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una colonia fresca y pura en 2 mL de caldo LB hasta alcanzar la fase estacionaria
en las condiciones previamente mencionadas. Las células bacterianas fueron
colectadas por centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 minutos a 5 °C y el
sobrenadante fue decantado rapidamente; el botéon celular fue resuspendido en el
medio residual y se adicionaron 20 uL de cloroformo (CHCIs3), se agitaron y se
mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente se
adicionaron 0.2 mL de Tris-HCI 0.01M, pH 8.0. Las células fueron separadas por
centrifugacion a 13,000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante fue extraido con
micropipeta. Las proteinas fueron precipitadas con tres volumenes de acetona fria
durante 18 horas a -20°C, se recuperaron mediante centrifugacién a 8,000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. y se resuspendieron en buffer de muestra. Finalmente

fueron cuantificadas por el método de Bradford en microplaca (Bradford, MM. 1976).

d) Proteinas secretadas:

Las proteinas secretadas fueron obtenidas bajo induccion de SPI-1 brevemente;
S. typhimurium (CS, 1284::TnphoA, ::spiC y AprgH), se crecieron en 2 mL de
caldo LB suplementado con NaCl 0.3M a 37°C, en microaerofilia, se hizo una
dilucion 1:20 en 10 mL de medio fresco y se crecieron hasta fase logaritmica a
37°C en microaerofilia (Ehrbar, K. 2006). Las proteinas secretadas se purificaron de
acuerdo al método descrito por Lamonica (2005), brevemente; microaerofilia en
10 mL de caldo LB hasta alcanzar una fase exponencial a 37°C. Posteriormente el
cultivo bacteriano fue centrifugando a 10,000 rpm durante 10 minutos a 5 °C para
obtener el sobrenadante el cual, fue filtrado utilizando una membrana con un poro
de 0.45 um de diametro para remover a las células muertas o no rotas; después
se adicion6 acido tricloroacético (TCA), hasta obtener una concentracion final de
TCA del 12%. El sobrenadante fue enfriado en hielo durante 45 minutos
obteniendo un precipitado que fue recuperado mediante centrifugacion a 10,000
rom durante 45 minutos a 4°C. EIl botdn resultante se lavdé con 700 uL de
acetona e incubado durante 15 minutos a 4°C. La acetona fue evaporada y el
botdn resultante se resuspendié en 50 uL de un amortiguador que contenia SDS
al 1%, B Mercapto etanol 0.4M y Tris-HCI 50mM pH 8.0. Las proteinas fueron

cuantificadas por el método de Bradford en microplaca (BIO-RAD).
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Determinacidén de proteinas (Método de Bradford, 1976):

El método de cuantificacion de proteinas de Bradford se utiliza para determinar
proteinas solubles (Bradford, MM. 1976). Esto involucra la adicion de un colorante
acido a la solucién de proteinas para formar un color en respuesta a las diferentes
concentraciones de proteinas. En este caso se usa el azul de Coomassie R-50, el

cual se une principalmente a residuos de arginina.

Para la determinacién de proteinas por este método se utilizdé el estuche “B
Protein Assay kit” (BIO-RAD, Hercules, CA), como de describe a continuacion. Se
preparé una solucion estandar de albumina sérica bovina (ASB), a una
concentracion de 1 mg/mL. Posteriormente se construyd una curva estandar de
ASB con concentraciones de 50, 100, 150 y 200 ug/mL.

Por otra parte se prepararon diluciones 1:1, 1:2 y 1:4 de las diferentes muestras,
y se hizo una dilucion 1:5 del reactivo de Bradford. En una microplaca se
adicionaron 150 puL del reactivo de Bradford y 20 uL de las soluciones de la curva
estandar o de muestra problema y se incubaron durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se procedi®6 a hacer la determinacion
espectrofotométrica a 650 nm mediante un lector de ELISA (Molecular Devices,
Mod. UVT 06520). La concentracién de proteinas se determiné graficando la
curva patron y traspolando las absorbancias obtenidas para las muestras

problema en dicha curva.

Electroforesis discontinua desnaturalizante SDS-PAGE (Laemmli, 1970):

Las proteinas totales, secretadas, periplasmicas y de membrana externa se
separaron en geles de poliacrilamida al 10% (acrilamida-bis-acrilamida) en
regulador de Tris-HCI 1.5M pH 8.8. Se utilizé la camara de electroforesis Mini-
Protean Il (BIO-RAD, Hercules, CA), con separadores de 1.0 mm de grosor en
condiciones desnaturalizantes empleando dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%
(Gibco BRL, NY., USA.). Se tomaron 5 ug de cada una de las fracciones

proteicas, se mezclaron con un volumen de 5 ul de regulador de muestra 2X (Tris
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0.25 M pH 6.8, glicerol al 10%, SDS al 2%), se calentaron a ebullicion durante 5
minutos. Posteriormente se sometieron a separacién electroforética. Se utilizé6 un
marcador de peso molecular preteiido, de amplio rango (BIO-RAD, Hercules, CA)
de 194, 115, 97, 53, 37, 29, 20 y 7 kDa. EI corrimiento electroforético se llevo a
cabo aplicando una corriente de 30 mA durante 45 minutos aproximadamente,
con una fuente de poder EPS 301 (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH). El
regulador de corrimiento que se utilizé fue Tris 25 mM, glicina 182 mM, SDS al
1%. Terminada la separacién electroforética el gel fue revelado con el estuche
“kit Silver Stain Plus” (BIO-RAD) (Gottlieb, M. 1987).

Electroforesis bidimensional (O’'Farrel, 1974):

Esta técnica ha sido desarrollada para la separacion de proteinas utilizando un gel
de poliacrilamida en dos dimensiones; tiene una alta resolucién y sensibilidad,
con esta técnica se puede analizar y detectar proteinas a partir de un sistema
biolégico complejo. Las proteinas son separadas en la primera dimension por
punto isoeléctrico (isoelectroenfoque), y por peso molecular en la segunda

dimension.

a) Primera dimension (isoelectroenfoque -IEF-):

El isoelectroenfoque se llevd a cabo en tubos de vidrio (130 X 2.5 mm de
diametro interno) y fue sellado con Parafiim en la parte inferior. Se prepard la
mezcla del gel (aproximadamente 0.5 mL para cada tubo), que contenia 5.5 g de
urea ultra pura (BIO-RAD), 1.33 mL de acrilamida —bis-acrilamida al 30%, 2 mL
de Nonidet P-40 (NP-40), al 10 % p/v, 1.97 mL de agua desionizada, 0.4 mL de
Amfolinas, con un rango de pH de 5 a 7 (BIO-RAD) y 0.1 mL de Amfolinas, con un
rango de pH de 3 a 10 (BIO-RAD), (concentracion final 2% de Amfolinas). Esta
mezcla fue agitada hasta la total disolucion de la urea y se hizo pasar a través de
un filtro con un poro de 0.45 um de diametro. Posteriormente se adicionaron 10

uL de persulfato de amonio (PSA) al 10 %, e inmediatamente después se
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adicionaron 7 uL de N, N, N°, N’- tetrametilendiamina (TEMED). Los tubos fueron
cargados con la mezcla del gel hasta una longitud de 11 cm con ayuda de una
jeringa hipodérmica y una manguera de venoclisis. Una vez llenado el tubo, en la
parte superior de la mezcla del gel se colocaron 200 uL de agua desionizada y se
dejo reposar a temperatura ambiente durante una hora. Una vez transcurrido ese
tiempo el agua fue retirada y se colocaron 50 uL de un amortiguador de lisis que
contenia urea 9.5 M, NP-40 al 2% p/v, Amfolinas con un rango de pH 5 a 7 al
1.6%, Amfolinas con un rango de pH 3 a 10 al 0.4% y B-Mercapto etanol al 5%.
Se dejo reposar durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente el
Parafiim fue removido de la parte inferior del tubo. Los tubos con el gel ya
polimerizado se colocaron en la camara de electroforesis Protean Il xi cell (BIO-
RAD, Hercules, CA). El amortiguador de lisis fue retirado del tubo que contenia el
gel de IEF, enseguida se colocaron otros 50 pL de amortiguador de lisis fresco y
se llenaron los tubos que contenian el gel de IEF por la parte superior, asi como la
parte superior de la camara con NaOH 0.02 M (Backer), preparado en el
momento, previamente filtrado y desgasificado. En la parte inferior de la camara
se colocé H3PO, 0.01 M (Backer), preparado en el momento, previamente
filtrado. Los geles se pre-corrieron como se muestra en la tabla 1.

Tabla No. 1

Tiempo Voltaje
a) 15 min. 200V
b) 30 min. 300 V
c¢) 30 min. 400 V

Posteriormente el NaOH 0.02 M y el amortiguador de lisis fueron retirados vy
nuevamente se colocaron 40 uL de amortiguador de lisis fresco y enseguida se
coloco un volumen equivalente a 50ug de proteinas totales, secretadas,
periplasmicas y de membrana externa (segun fuera el caso) de cada cepa; los
tubos asi como la parte superior de la camara se llenaron con NaOH 0.02 M
fresco. El corrimiento se hizo a 400 volts durante 15 horas, utilizando la fuente de
poder modelo EPS 301 (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH).
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Transcurrido el tiempo de corrimiento el NaOH fue retirado de la parte superior de
la camara y se procedio a extraer los geles de IEF de los tubos de vidrio que los
contenian haciendo presion con una jeringa por la parte superior del tubo. Una
vez que se obtuvieron los geles de IEF, estos fueron colocados en una solucion
para ser equilibrados durante un lapso de dos a cuatro horas a temperatura
ambiente. Posteriormente los geles de IEF fueron corridos en la segunda
dimension (electroforesis SDS-PAGE) 6 colocados en un tubo con rosca con 5
mL de amortiguador de lisis para ser almacenados a -20°C hasta su uso. Las
dimensiones finales del gel de IEF fueron de 2.5 mm de diametro X 11 cm de
longitud.

b) Segunda dimensioén (Electroforesis SDS-PAGE):

La segunda dimension consiste en un gel discontinuo SDS, descrito por Laemmli
(1970). Brevemente; la placas de vidrio internas utilizadas fueron de 200 mm X
160 mm con bisel y fueron ensambladas con las placas externas (200 X 180 mm)

como se muestra en la figura 2.

Vidrin exterior

\

A

Gel de IFF

180 mm
160 mm

Vidrin interior

FIG. 2 Esquema que ilustra como fueron ensambladas las
placas de vidrio para la segunda dimensién (vista lateral).
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El gel de la segunda dimension consistido en un gel de acrilamida-bis acrilamida
al 10%, de 1 mm de grosor; que se prepard como se describié previamente. Por
otra parte, el gel de IEF una vez equilibrado fue colocado en la parte superior del

gel de acrilamida como se muestra en la figura 2.

En el gel de acrilamida se hizo un pozo para colocar 8 uL de un marcador de
peso molecular pretefiido de amplio rango (BIO-RAD, Hercules, CA) de 194, 115,
97, 53, 37,29, 20 y 7 kDa.

El corrimiento electroforético se llevé a cabo aplicando una corriente de 30 mA
durante 4.5 horas, con una fuente de poder EPS 301 (AMERSHAM PHARMACIA
BIOTECH). El regulador de corrimiento que se utilizé fue Tris 25 mM, glicina 182
mM, SDS al 1%.

Revelado del gel (Gottlieb M. 1987):

Una vez terminado corrimiento electroforético el gel fue fijado durante 20 minutos
con una solucién que contenia acido acético al 10%, metanol al 40% y una
solucién fijadora al 10%. Transcurrido el tiempo de fijado el gel fue lavado con
agua desionizada durante 2 horas. Posteriormente el gel fue colocado en la
mezcla de revelado preparada como lo indica el estuche “Silver Stain Plus” (BIO-
RAD, Hercules, CA), se dejo en agitacion hasta que fueron visibles las proteinas.

La reaccion fue detenida colocando el gel en acido acético al 4%.

Determinacion del intervalo de pH en el gel de IEF (Ames, FL. 1976):

El rango de pH a lo largo del gel de IEF se obtuvo preparando 3 geles de IEF en
las condiciones descritas previamente, excepto que no fue cargada la muestra en
el gel, cuando terminé el corrimiento electroforético se removio el gel del tubo de
vidrio y fue cortado transversalmente en secciones de 1 cm de longitud y se
colocaron en 4 mL de agua desionizada y desgasificada, posteriormente fueron

dejados en reposo durante 18 horas a temperatura ambiente y después se
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procedié a determinar el pH con un pH-metro (Oakton 510, No. serie 223358). La
determinacion se hizo por triplicado. Con los valores de pH obtenidos se
construyé una curva longitud-pH y para determinar los puntos isoeléctricos (pl) de
las proteinas de las diferentes muestras se correlacion6 la longitud a la cual

migraron las proteinas en el gel de IEF con dicha curva para asi obtener el pl.

Ademas, se hizo un gel bidimensional utilizando como marcadores de punto
isoeléctrico (BIO-RAD), a la hemoglobina humana A (PM de 64.5 KDa y pl de
7.1), y a la hemoglobina humana B (PM de 64.5 y pl de 7.5). Estas se separaron
en una primera dimension utilizando un gel de IEF, y en una segunda dimension
utiizando un gel de SDS-PAGE al 10%. Las longitudes recorridas por la
hemoglobina humana A y B se correlacionaron con la curva previamente

elaborada.

Identificacion de proteinas:

Para identificar a la proteina de interés se procedié a escindir de un gel de
proteinas periplasmicas de S. typhimurium 1284::TnphoA teiido con azul de
Coomassie el punto que correspondia a la proteina cuyo peso molecular es de
100 KDa y pl de 6.3, la cual se envi6 a la Unidad de Protedmica, del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM para su analisis mediante la técnica de MALDI-TOF
(Renesto, P. 2005).
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RESULTADOS:

La insercion del transposén TnphoA en el genoma de Salmonella
typhimurium en la cepa 1284::TnphoA afecta el patréon de expresion de

proteinas totales comparado con la cepa silvestre:

Con el fin de identificar las diferencias en la expresion de proteinas totales entre
la cepa silvestre (CS), y la mutante 1284::TnphoA de S. typhimurium, se procedio
a obtener un extracto de proteinas totales y separarlas mediante electroforesis
SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10%. Se encontré que existe una banda
de aproximadamente 50 kDa que esta presente en la cepa 1284::TnphoA, no asi

en la CS como se observa en la Figura 3.

Para hacer un analisis mas profundo acerca de esta diferencia en el patron de
expresion de proteinas totales se decidid llevar a cabo una electroforesis
bidimensional, es decir separarlas por punto isoléctrico y peso molecular. Primero
se realizd la determinacion del rango de punto isoeléctrico (pl), mediante una
curva longitud-pH (Fig, 4).

Los pl obtenidos de los estdandares se muestran en el gel de la figura 5, en
donde se observa una correlacion entre el pl tedrico de estandares de pl y la

longitud recorrida por los mismos con la curva elaborada en el laboratorio.

Los resultados obtenidos mediante la electroforesis de dos dimensiones de los
extractos de proteinas totales muestran que hay diferencia en la expresion de
aproximadamente 15 proteinas (aparecen o desaparecen) entre las cepas
silvestre y mutante de S. typhimurium (ver Figura 6). La mayoria de las proteinas
que se expresan diferencialmente tienen un peso molecular entre 20 y 50 KDa.
En verde se muestran las proteinas que aparecen en la cepa mutante
1284::TnphoA con respecto a la cepa silvestre, en rojo las proteinas que
desaparecen en la cepa mutante 1284::TnphoA con respecto a la cepa silvestre.
Dadas las diferencias encontradas en la expresion de proteinas totales entre CS y

1284::TnphoA se decidio obtener los extractos de proteinas de membrana externa
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(Rosales, RR. 1994), periplasmicas (Ames, FL. 1984), y secretadas (Lamonica, JM. 2005).
Estos extractos se analizaron mediante electroforesis SDS-PAGE vy electroforesis
bidimensional, con la finalidad de identificar la localizacion de las proteinas

afectadas por la insercion del transposon TnphoA.

El gen interrumpido por el transposén ThphoA en S. typhimurium afecta

notablemente la expresion de proteinas periplasmicas.

Una de las caracteristicas del transposon utilizado es que tiene como blanco
genes de proteinas periplasmicas o secretadas por lo tanto el analisis mas
detallado de extractos periplasmicos o secretados nos debe dar con mas detalle
el cambio del perfil de proteinas en esta mutante. Siguiendo con el analisis de los
diferentes extractos proteicos se realizé electroforesis SDS-PAGE a un extracto
de proteinas periplasmicas obtenidas mediante extraccion con cloroformo vy
posterior precipitaciéon con acetona en frio como reporta Ames (1984). En la
Figura 7 se observa que este tipo de geles solo nos demuestra una diferencia en
una proteina de aproximadamente 50 kDa entre las proteinas periplasmicas de
1284::TnphoA, y las de la cepa silvestre. Sin embargo el analisis del perfil de
proteinas en geles de dos dimensiones, como se observa en la figura 8
demuestra que son mas las proteinas periplasmicas afectadas ya que algunas
aparecen y otras desaparecen en la mutante con respecto de la cepa silvestre.
Algunas de las proteinas periplasmicas que aparecen o desaparecen en los
proteomas de ambas cepas de S. typhimurium mostradas en la figura 8
correlacionan con las proteinas totales (Fig. 6), que aparecen o desaparecen. Las
diferencias mas notables son una proteina de 30 kDa con un punto isoeléctrico de
6.3 aproximadamente que se encuentra expresada por la cepa silvestre pero
ausente en la cepa 1284:: TnphoA, y una proteina de 100 kDa con punto
isoeléctrico de 6.3 presente en la cepa mutante 1284::TnphoA, ausente en la cepa

silvestre.
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Las proteinas de membrana externa no son afectadas en su expresioén por

la insercién del transposén TnphoA en el genoma de S. typhimurium.

Con el extracto de proteinas de membrana externa (PME), (Rosales, RR 1994), se
procedid a realizar un analisis de la expresion diferencial mediante electroforesis
SDS-PAGE observandose que no hay diferencia en la expresion de estas
proteinas entre las cepas silvestre y 1284::TnphoA (Fig. 9). Para confirmar que no
hay diferencias en la expresion de proteinas de membrana externa entre las
cepas silvestre y 1284::TnphoA de S. typhimurium se procedié a realizar un
estudio mas detallado a través de electroforesis bidimensional. Los resultados
mostrados en la figura 10 confirman que no hay diferencia en la expresion de
proteinas de membrana externa entre las cepas silvestre y 1284::TnphoA de S.

typhimurium.

El gen interrumpido por el transposén TnphoA en S. typhimurium no esta
relacionado con el sistema de secrecion tipo Ill (SSTIIl), codificado por la
isla de patogenicidad 1 de Salmonella (SPI-1).

Siguiendo con el andlisis de los diferentes extractos se realizd electroforesis
SDS-PAGE las proteinas secretadas por S. typhimurium CS y 1284:TnphoA
obtenidas del sobrenadante de un cultivo bacteriano mediante precipitacion con
acido tricloroacético y posterior precipitacion con acetona, en frio como se reporta
el método de Lamonica (2005). Ademas, para determinar si el gen afectado por la
insercion del transposén TnphoA en el genoma de Salmonella estaba relacionado
con el sistema de secrecion tipo Ill de Salmonella (SSTIII), codificado en la isla de
patogenicidad 1 de Salmonella (SPI-1), se analizaron las proteinas secretadas de
S. typhimurium AprgH (defectuosa en la formacion de la aguja del SSTII
codificado en SPI-1).

Los resultados obtenidos mostrados en la figura 11 indican que el SSTII

codificado en SPI-1 no esta relacionado con la insercidon del transposén TnphoA

en el genoma de Salmonella.
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Las proteinas secretadas por S. typhimurium también se ven afectadas en
por la insercion del transposén TnphoA en el genoma de la bacteria.

Como se puede observar e la figura 11, hay cambios evidentes en las proteinas
secretadas por S. typhimurium cepa silvestre y 1284::TnphoA, se puede observar
que no se secretan varias proteinas (de aproximadamente 97, 80, 53 y 45 kDa),
por la cepa 1284::TnphoA ademas que hay una banda de aproximadamente 30
kDa que esta presente en las proteinas secretadas de la cepa mutante, no asi en
la cepa silvestre. Para confirmar este dato se realiz6 el analisis de los extractos de
proteinas secretadas de la CS y 1284::-TnphoA mediante electroforesis
bidimensional; en este caso no se pudo confirmar las diferencias con esta técnica,
dado que se perdio sensibilidad (Fig. 12), por esta razon se repetira este ensayo

posteriormente.

Una de las proteinas que incrementa su expresion en la mutante de S.

typhimurium 1284::TnphoA, es una probable dimetil sulféxido reductasa.

La identificacion de la proteina (MALDI-TOF) (indicada con un asterisco rojo en la
Fig. 8 B), con peso molecular de 100 KDa y pl de 6.3 presente en el periplasma
de S. typhimurium 1284::TnphoA, que no se encuentra en la cepa silvestre indica
que se trata de la cadena A de una probable dimetil suféxido reductasa,
denominada STM1 499 presente en Salmonella typhimurium LT2. En la figura 13
se muestra la secuencia de aminoacidos de esta proteina. La figura 14 muestra la
localizacion del gen que codifica para STM1 199 en el genoma de Salmonella
typhimurium (obtenida en el banco de genes de NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), esta proteina se encuentra entre el gen que codifica
para la proteina STM1 198, otra probable dimetil sulféxido reductasa y el gen
ynfD, que codifica para una probable proteina de membrana externa de

Salmonella typhimurium.

29



DISCUSION DE RESULTADOS:

Mediante la secuenciacion de 400 pb del gen de Salmonella interrumpido por en
transposon TnphoA se pudo inferir que el gen presenta un 98% de similitud con
un gen phsA de S. typhimurium LT2 (Urban-Reyes, ML. 2005), este gen que se
encuentra formando parte del operdn phs ABC, integrado por phsA, phsB'y phsC.
El gen phsA codifica para la proteina PhsA, que es una proteina de anclaje a la
membrana, con funcion de oxidoreductasa relacionada con el metabolismo
energético de la bacteria (Heinzinger, NK. 1995). A la fecha no existe ningun reporte

en el que se involucre a PhsA en la induccion de MPC y FG.

De manera interesante se observé que sélo aquellos serotipos de Salmonella que
son capaces de inducir macropinocitosis y fagosomas gigantes presentaron

similitud con el gen phsA (Urban-Reyes, ML. 2005).

A la fecha, la funcién de PhsA en la induccion de MPC y FG no es clara, sin
embargo; la relacion que existe entre la mutante de S. typhimurium 1284::TnphoA,
cuyo gen phsA se encuentra interrumpido, y su disminucion en la induccién
macropinocitosis y formacién de fagosomas gigantes (factores de virulencia
importantes), nos conduce a pensar que el gen o la proteina codificada por phsA
participa en la induccién de MPC y FG asi como en la virulencia de Salmonella

typhimurium en el modelo murino.

De esta manera, analizamos la expresion de proteinas de S. typhimurium tanto de
la cepa silvestre como de la cepa mutante 1284::TnphoA. Primeramente se
analizaron las proteinas totales y se encontré que hay proteinas presentes en la
cepa silvestre que no estan el la cepa mutante, ademas, en el mapa protedmico
de S. typhimurium 1284::-TnphoA se encontraron varias proteinas que no estaban
en el mapa protedmico de la cepa silvestre (ver Fig. 6 proteinas indicadas
circulos verdes y rojos). Aproximadamente son 15 proteinas expresadas
diferencialmente entre la cepa silvestre y la cepa mutante; de las cuales la
mayoria se encuentran en un intervalo de peso molecular entre 20 y 50 KDa. Esta
expresion diferencial de proteinas entre la cepa silvestre y la cepa mutante nos

sugiri6 como primera posibilidad que el gen phsA del genoma de Salmonella
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podria actuar como un regulador genético, como es el caso de PhoP/PhoQ (Mmiller,
Sl. y col. 1989) ya que mas de una proteina se ve afectada en su expresion en la
cepa mutante 1284::TnphoA. Este hallazgo nos parecio interesante, por lo que
decidimos obtener extractos proteicos de diferentes fracciones de la bacteria para
determinar si las proteinas afectadas en su expresién se localizan en un sitio en

especifico de la bacteria.

Una segunda posibilidad acerca del papel de PhsA en la inducciéon de MPC y FG
es que esta tenga un papel en la modificacion de proteinas efectoras como es el
paso de SptP. SptP es una proteina efectora del SSTIII codificado en SPI-1, la
cual es desdoblada por InvC para poder traslocarse al exterior bacteriano a través
del SSTIII (Akeda, Y. y Galan, JE. 2005). Proteinas como InvC tienen una funcién
paralela a las proteinas denominadas AAA (ATPasas Asociadas a diversas
Actividades celulares), que se caracterizan por tener una  organizacion
hexamérica, éstas proteinas desensamblan complejos proteicos y desdoblan
proteinas, ademas; estas proteinas tienen un peso molecular entre 70 y 80 kDa y

se encuentran ancladas a la membrana externa (Langer, T. 2005; Schmidt, M. 1999).

Correlacionando la localizacion de la proteina PhsA (anclaje a la membrana), y su
peso molecular de aproximadamente 80 kDa se podria pensar que la proteina
PhsA puede actuar como proteina modificadora de alguna(s) proteina(s)
efectoras(s) en la induccion de macropinocitoisis y formacion de fagosomas
gigantes; al estar interrumpido su gen con el transposdn TnphoA, la proteina
pierde su funcion o no se expresa, y con ello se evita la modificacion de alguna(s)

proteina(s) necesaria(s) para la induccion de MPC y FG.

Al efectuar el analisis de las proteinas periplasmicas, se pudo observar que
existe una proteina de aproximadamente 45 KDa que esta presente en la cepa
1284::TnphoA, no asi en la cepa silvestre. El analisis mediante electroforesis
bidimensional reveld que la expresion diferencial de proteinas entre Salmonella
typhimurium cepa silvestre y cepa 1284::TnphoA se da principalmente en el
espacio periplasmico de la bacteria (Fig. 8). La diferencia mas notable es una

proteina de 30 KDa y punto isoeléctrico de 6.3 que se encuentra expresada por la
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cepa silvestre pero ausente en la cepa 1284::TnphoA, y una proteina de 100 KDa
con punto isoeléctrico de 6.3 presente en la cepa mutante 1284::TnphoA, ausente
en la cepa silvestre. La identificacion de la proteina de 100 KDa con punto
isoeléctrico de 6.3 de mediante MALDI-TOF indica que se trata de la cadena A de
una dimetil sulféxido reductasa de Salmonella typhimurium LT2, denominada
STM1 499, que se localiza en el espacio periplasmico. Una proteina homologa a
STM1 499 en Escherichia coli, es la proteina DmsA que esta involucrada en el
metabolismo anaerdbico de la bacteria, esta dimetil sulféxido reductasa de E. coli

es un heterodimero formado por las subunidades A y B (Sambasivarao, D. y col. 1991).

La localizacion de STM1 499 en el genoma de S. typhimurium (Fig. 12), indica
que rio arriba del gen que codifica a STM1 499 se encuentra codificada la
proteina STM1 498, otra probable dimetil sulféxido reductasa, que bien podria
funcionar como la otra subunidad de la dimetil sulfoxido reductasa de S.

typhimurium comparandolo con lo que ocurre en E. coli.

La tercera posibilidad del papel de PhsA es que esta proteina participa de alguna
manera en la formacién o funcion del heterodimero de la dimetil sulfoxido
reductasa. Agudo y col. (2004), demostraron que cepas de Salmonella typhi que
son mutantes nulas en el gen dsbA, que no expresan a la proteina DsbA
muestran diferencias marcadas en el proteoma periplasmico con respecto a la
cepa silvestre. La proteina DsbA funciona como una disulfuro oxidorreductasa,
que juega un papel central en la actividad oxido-reduccion de varias proteinas en
el espacio periplasmico. Ademas las proteinas del tipo de la DsbA contienen
dominios conservados C-X-X-C en su secuencia de aminoacidos. Estos cambios
en el proteoma periplasmico entre la cepa silvestre y la cepa nula en el gen dsbA
de S. typhi se deben a formacion incorrecta de enlaces disulfuro intramolecular e
intermolecularmente. Analizando la secuencia de aminoacidos de PhsA
encontramos que esta proteina tiene el dominio C-X-X-X, de esta manera
podemos pensar que PhsA puede funcionar haciendo cambios intramoleculares o
intermoleculares de otras proteinas, lo cual puede modificar el estado o
localizacion de las mismas. Si PhsA no esta presente estos cambios intra- o

intermoleculares de otras proteinas no se llevan a cabo lo que da como
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consecuencia que estas proteinas cambien su localizacion, siendo que la(s)
proteina(s) que se tenga(n) que modificar por PhsA pase(n) del espacio
periplasmico a otra fraccidén celular de la bacteria y si no esta PhsA se queden
atrapadas ahi o bien que, las proteinas tengan que ser modificadas para formar
complejos funcionales, al no ser modificadas, estos complejos proteicos no se
ensamblan y por lo tanto no son funcionales. Entonces, de forma general se
puede decir que PhsA funciona modificando a proteinas involucradas en la
cascada que desencadena la induccion de macropinocitosis y fagosomas

gigantes.

Tanto PhsA como STM1 499 son proteinas con funcion de oxidoreductasas hasta
ahora relacionadas unicamente con el metabolismo anaerdbico de Salmonella,
ademas la correlacion entre la presencia del gen phsA en los serotipos de
Salmonella capaces de inducir macropinocitosis nos lleva a pensar que muy
probablemente estas proteinas juegan un papel importante en la induccion de
MPC y FG lo cual es el primer indicio de la participacion de estas proteinas en la

patogenia de Salmonella.

Por otra parte, el andlisis de las proteinas de membrana externa de las cepas
silvestre y 1284::TnphoA de Salmonella typhimurium mostraron que estas no se
ven afectadas en su expresion (Fig. 10), por la interrupcién del gen phsA. El
analisis de la secrecién de proteinas de la cepa silvestre y 1284::TnphoA en
condiciones de induccién de SPI-1, utilizando también a la cepa de S.
typhimurium AprgH indican que la SPI-1 no esta relacionado con la disminucién
de MPC y FG de la cepa mutante 1284::TnphoA, sin embargo; el perfil
electroforético muestra claras diferencias en la secrecion de proteinas entre la
cepa mutante y la cepa silvestre (Fig. 11), lo que indica que ademas de las
proteinas periplasmicas, las proteinas secretadas también se ven afectadas por la
interrupcion del gen phsA, pero la SPI-1 no esta implicada en este fendmeno.
Ademas, en ensayos de adherencia e invasion de la cepa silvestre y mutante con
células HelLa efectuados en el laboratorio se ha demsotrado que no hay diferencia

significativa en la adherencia e invasion entre ambas cepas, lo que confirma que
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SPI-1 no esta relacionado con la disminucion de MPC y FG de la cepa mutante

(Comunicacion personal Urban-Reyes, ML.)

Los estudios aqui presentados muestran el primer indicio de la participacion de
proteinas con funcion oxidorreductasa como la PhsA y SMT1 499 en la induccion
de macropinocitosis y fagosomas gigantes, lo cual amplia el panorama del estudio
de las bases moleculares de la patogenia de Salmonella. Los resultados
obtenidos generan otras preguntas acerca de la afectacion de otras proteinas por
la interrupcion del gen phsA, como es el identificar el mecanismo de accion de la
proteina PhsA en la induccion de MPC y FG o de la interaccion de PhsA con

otras proteinas.
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Conclusiones:

1.- PhsA juega un papel importante en la induccidn de macropinocitosis y

fagosomas gigantes en el macrofago.

2.- Una de las proteinas que esta presente en la cepa 1284::TnphoA y no en la
cepa silvestre es STM1 499 con funcién de dimetil sulféxido reductasa y se

localiza en el espacio periplasmico.
3.- El gen phsA interrumpido por el transposdén ThphoA en S. typhimurium afecta

notablemente la expresion de proteinas del espacio periplasmico de la cepa

mutante.
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Perspectivas:

1.- ldentificar otras proteinas que se expresan diferencialmente entre S.

typhimurium cepas silvestre y 1284::TnphoA.

2.-Analizar la secrecion de proteinas de S. typhimurium cepas silvestre y
1284::TnphoA bajo condiciones de induccion de la isla de patogenicidad 1
mediante electroforesis bidimensional.

3.- Determinar con que proteina(s) interacciona la proteina PhsA.

4.- Restaurar el gen phsA en la cepa 1284::TnphoA y realizar los estudios de

induccion de macropinocitosis y fagosomas gigantes.

5.- Analizar el perfil de expresion de proteinas de la cepa 1284::TnphoA con el

gen phsA complementado (por plasmido).

6.- Realizar ensayos de competencia in vivo entre S. typhimurium cepas silvestre,
1284::TnphoA y 1284::TnphoA con el gen phsA complementado (por plasmido).
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Andlisis de la expresion de proteinas totales de S. typhimurium CSy S.
typhimurium 1284::TnphoA.

PM CS 1284 CS 1284 CS 1284

—
194 _>m -

5 ——

37—

Fig. 3. Andlisis de la expresion de proteinas totales de S. typhimurium 14028 (CS) y S.
typhimurium 1284::TnphoA. Las proteinas totales de ambas cepas de S. typhimurium se
extrajeron de acuerdo al método de Sampthkumar (2004), se separaron a través de electroforesis
en gel de SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes al 10%. En cada carril se colocaron 15,
10y 7.5 pg de proteinas totales de S. typhimurium CS y 1284::TnphoA respectivamente. Una vez
realizado el corrimiento electroforético, el gel fue tefiido y revelado con plata (Gottlieb, M. 1987).
En la figura se indica con una flecha roja una banda de aproximadamente 50 kDa presente en la

cepa 1284::TnphoA, que no se encuentra en la cepa silvestre.
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Determinacion del intervalo de punto isoeléctrico (pl).

Tabla No. 2
Longitud Cuva longitud-pH
(cm.) pH 9
1 45
8 4

2 4.93
3 5.52 7
4 5.9

T 6 |
5 6.26 =
6 6.67 5 |
7 7.03 y =0.3838x +4.2673

i R2=0.9922
8 7.3 4
9 7.7 3 ‘ ‘ ‘ |
10 7.97 0 2 4 6 8 10
Longitud (cm)

Fig. 4. Determinacién del rango de pl mediante una curva longitud-pH. La determinacién de la curva
longitud-pH se realiz6 segun el método descrito por Ames (1976), Se preparo en un gel de IEF. El gel se
corté en fragmentos de un centimetro (cm) de longitud y se midi6 su pH con la ayuda de un
potenciémetro. En la tabla 2 se indica el valor de pH de cada fragmento del gel, y en figura 4 se indica la
correlacién entre la longitud y pH. Los resultados corresponden a 1 de 3 experimentos realizados
independientemente.

Electroforesis bidimensional de los estandares de punto isoeléctrico (pl).

PM (KDa)
115 ==
97 pl=7.5
e
53 == -
37 ==
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Longitud (cm)

Fig. 5. Electroforesis bidimensional de estandares de pl. La electroforesis bidimensional se
realizd segun el método descrito por O’Farrel (1975). Se utilizaron como marcadores de punto
isoeléctrico hemoglobina humana A (PM de 64.5 KDa y pl de 7.1), y a la hemoglobina humana B (PM
de 64.5 y pl de 7.5). Las muestras se separaron en una primera dimension utilizando un gel de IEF, y
en una segunda dimensién utilizando un gel de SDS-PAGE al 10%. El gel se tifio con plata (Gottlieb,
M. 1987). La flecha en azul muestra a la hemoglobina humana A y la flecha en rojo a hemoglobina
humana B.
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Analisis de la expresion de proteinas totales de S. typhimurium CS y S.
typhimurium 1284::TnphoA.

(KDa)
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Fig. 6. Andlisis de la expresion de proteinas totales de S. typhimurium 14028 (CS) y S. typhimurium
1284::TnphoA mediante electroforesis bidimensional. Se colocaron 50 pug de un extracto de proteinas
totales de cada cepa (CS y 1284::TnphoA) para ser separadas a través de isoelectroenfoque con anfolinas al 2
% de rango 5-7 y 8-10 en la primera dimension, y por peso molecular en SDS-PAGE en gel de poliacrilamida
al 10 % en la segunda dimensién. (A) S. typhimurium (CS). (B) S. typhimurium 1284::TnphoA. En circulos
verdes se indican las proteinas que aparecen en la cepa mutante 1284 con respecto a la cepa silvestre y en
circulos rojos las proteinas que desaparecen en la cepa mutante 1284::TnphoA con respecto a la cepa
silvestre.

45 49 55 5.

39



Analisis de la expresion de proteinas periplasmicas de S. typhimurium 14028
CSy S. typhimurium 1284::TnphoA.
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Fig. 7. Analisis de la expresion de proteinas periplasmicas de S. typhimurium 14028 (CS) y S.
typhimurium 1284::TnphoA. Se obtuvo el extracto de proteinas periplasmicas mediante extraccion
con cloroformo, se separaron 10 ug de proteinas periplasmicas de S. typhimurium CS y 1284
mediante electroforesis SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10 %. El gel fue revelado con azul
de Coomessie. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular, en el carril 2 las proteinas
periplasmicas de la cepa silvestre (CS), y en el carril 3 a las proteinas periplasmicas de la cepa
1284::TnphoA. La flecha azul indica una banda de una proteina de aproximadamente 90 kDa que es
expresada en mayor cantidad en 1284::TnphoA que en la CS. La flecha en rojo indica la presencia
de una proteina de aproximadamente 50 kDa la cepa 1284::Tn

phoA que no esta en la CS.
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Anélisis mediante electroforesis bidimensional de la expresion de proteinas
periplasmicas de S. typhimurium (CS) 14028 y S. typhimurium 1284::TnphoA.

PM
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Fig. 8. Analisis mediante electroforesis bidimensional de la expresion de proteinas periplasmicas de S.
typhimurium (CS) y S. typhimurium 1284::TnphoA. Se colocaron 50 pg de un extracto de proteinas totales de cada
cepa, se separaron por isoelectroenfoque con anfolinas al 2 % de rango 5-7 y 8-10 en la primera dimensién y por peso
molecular en SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 10 % en la segunda dimensién. (A) S. typhimurium 14028 (CS). (B) S.
typhimurium 1284::TnphoA. En circulos rojos se indican proteinas que aparecen en la cepa mutante 1284::TnphoA con
respecto a la cepa silvestre, en circulos verdes las proteinas que desaparecen en la cepa mutante 1284::TnphoA con
respecto a la cepa silvestre, en circulos azules se muestran algunas proteinas expresadas en ambas cepas como
referencia de comparacion. Con un asterisco rojo se indica la proteina que fue identificada mediante MALDI-TOF.
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Analisis de la expresion de proteinas de membrana externa de S. typhimurium
CSy S. typhimurium 1284::TnphoA.
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Fig. 9. Analisis de la expresion de proteinas de membrana externa (PME) de S. typhimurium
14028 (CS) y S. typhimurium 1284::TnphoA. Se obtuvo el extracto de proteinas de membrana
externa como se detalla en Materiales y Métodos. Se colocaron 10 ug de proteinas de S. typhimurium
CS y 1284::TnphoA respectivamente; las proteinas fueron separadas mediante electroforesis SDS-
PAGE en un gel de poliacrilamida al 10 %. El gel fue revelado con azul de Coomessie. En el carril 1
se indica el marcador de peso molecular, en el carril 2 PME de la CS y en el carril 3 PME de la cepa
1284::TnphoA.
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Andlisis en gel de dos dimensiones de la expresion de proteinas de membrana
externa de S. typhimurium CSy S. typhimurium 1284::TnphoA.

PM
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Fig. 10. Andlisis de la expresion de proteinas de membrana externa (PME) de S. typhimurium
(CS) vy S. typhimurium 1284::TnphoA mediante electroforesis bidimensional. Se obtuvo el
extracto de proteinas y se colocaron 50 pg de PME de S. typhimurium CS y 1284::TnphoA
respectivamente; las proteinas fueron separadas mediante electroforesis bidimensional. El gel fue
revelado con plata. En (A) se muestra el patron de PME de S. typhimurium (CS). En (B) se muestra el
patron electroforético de las PME de S. typhimurium 1284::TnphoA. En circulos azules se muestran
algunas proteinas de membrana externa presentes tanto de S. typhimurium CS como de la cepa de
S. typhimurium 1284::TnphoA como referencia de comparacion.



Andlisis de la expresion de proteinas secretadas de S. typhimurium CSy S.
typhimurium 1284::TnphoA.
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Fig. 11. Analisis de la expresion de proteinas secretadas (PS) de S. typhimurium 14028 (CS),
1284::TnphoA, AprgH y ::spiC. Se obtuvo el extracto de proteinas secretadas como se detalla en
Materiales y Métodos. Se colocaron 5 ug de proteinas de S. typhimurium CS y 1284::TnphoA, AprgH
y ::spiC respectivamente; las proteinas fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE en un
gel de poliacrilamida al 10 %. El gel fue revelado con plata. En el carril 1 se indica el corrimiento
electroforético de las PS de la CS PS, en el carril 2 de la cepa 1284::TnphoA, en el carril 3 PS de la
cepa AprgH y en el carril 4 el marcador de peso molecular. En flechas rojas se indican las proteinas
secretadas por CS y no asi por la cepa 1284::TnphoA. En flecha azul se indica una proteina que es
secretadas por 1284:TnphoA vy no por la CS.



Andlisis mediante electroforesis en dos dimensiones de las proteinas
secretadas por S. typhimurium CSy S. typhimurium 1284::TnphoA.
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Fig. 12. Analisis de la secrecién de proteinas de S. typhimurium (CS) y S. typhimurium
1284::TnphoA mediante electroforesis bidimensional. Se obtuvo el extracto de proteinas
secretadas como se detalla en Materiales y Métodos. Se colocaron 15 ug de proteinas de S.
typhimurium CS y 10 ug 1284::TnphoA respectivamente; las proteinas fueron separadas mediante
electroforesis bidimensional. El gel fue revelado con plata. En (A) se muestra el patron de las
proteinas secretadas por S. typhimurium (CS). En (B) se muestra el patron electroforético de las
proteinas secretadas por S. typhimurium 1284::TnphoA. En circulos azules se muestra una proteina
secretada tanto por S. typhimurium CS como por S. typhimurium 1284::TnphoA como referencia de
comparacion.
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Secuencia de aminoacidos de la proteina STM1 499:

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

mmpgekqqtg
csvncgsrca
mkrvgrrgeg
spvkrimncy
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eki
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needkivwga
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qylyakmgar
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hnadmagdki

Fig. 13. Secuencia de aminoéacidos de la proteina STM1 499. Se escindio del gel bidimensional la
proteina de peso molecular de 100 KDa y pl de 6.3 presente en el periplasma de S. typhimurium

1284::TnphoA (Ver Fig. 8B), y se identific6 mediante MALDI-TOF. Esta proteina es una dimetil

sulféxido reductasa presente en Salmonella typhimurium LT2. En la figura se muestra la secuencia
de aminoacidos de STM1 499.

Localizacién de STM1 499 en el genoma de Salmonella typhimurium:

[15737a0 b

FTHI AT

ETHL 49

41579293 ]

5k

FTHL+77 4

rd [

an i

1576052 ]

35t

I MF_ A ED4S
B - codina resion

[ 1580657 p

Fig. 14. Localizacién de STM1 499 en el genoma de Salmonella typhimurium. La localizacion
de STM1 en el

genoma de S. typhimurium se obtuvo el

banco de genes de NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). En rojo se muestra la localizacion del gen que codifica para la
proteina STM1 499, en gris genes vecinos al gen que codifica a STM1 499.
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LISTA DE ABREVIATURAS:

CS
FG
IEF
kDa
Kn
LB

MALDI-TOF

MP

MPC

pags
phoPc

pl

PMNs

prgs

rem

RTA

S. typhimurium
S. typhi
SCV
SDS-PAGE

SPI
SSTII
TnphoA
UFC
USA

Cepa silvestre
Fagosomas Gigantes
Isoelectroenfoque
Kilo Daltones
Kanamicina

Luria Bertani
Matrix Assited Lasser Desorption/lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry

(Espectrometria de masas asistida por una matriz laser de
desorcién/ionizacion)

Macropinosomas

Macropinocitosis

PhoP Activated Genes (Genes Activados por PhoP)

Gen phop expresado constitutivamete

Punto Isoeléctrico

Polimorfonucleares

PhoP Repressed Genes (Genes Reprimidos por PhoP)
Revoluciones por minuto

Respuesta de tolerancia al Acido

Salmonella typhimurium

Salmonella typhi

Salmonella containing vacuole (Vacuola que Contiene a Salmonella)
Sodium Dodecyl Sulfate-Poliacrylamide Gel Electrophoresis
(Electroforesis en gel de poliacriamida-dodecil sulfato de sodio)
Salmonella Pathogenicity Island (Isla de Patogenicidad de Salmonella)
Secretion System Type Il (Sistema de Secrecion Tipo 1ll)
Transposén phoA

Unidades Formadoras de Colonia

United States of America (Estados Unidos de América)
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