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1. Resumen

Salmonella Typhi es el agente etioldgico de la fiebre tifoidea. Para establecer su infeccion
en el hospedero humano, S. Typhi tiene que sobrevivir a la presencia de sales biliares en el
tracto digestivo y en la vesicula biliar. Con la finalidad de determinar la respuesta de S.
Typhi ante las sales biliares, en este trabajo se llevaron a cabo estudios de transcriptoma y
analisis protedmicos totales y de extracto de membranas de cultivos de Salmonella enterica
serovar Typhi suplementados con 5% de deoxicolato de sodio, la sal biliar mas abundante
en los humanos. Adicionalmente, se evalud la capacidad de crecimiento de una coleccion

de 40 cepas mutantes en presencia de 5% de deoxicolato de sodio.

Los estudios de transcriptoma y protedmicos revelaron que el deoxicolato de sodio es un
estimulon al que Salmonella responde con cambios notables de envoltura celular que
conciernen cambios en elementos como cépsula, LPS, ECA, peptidoglicano, flagelos y un
rearreglo de proteinas y lipidos de membrana interna; estos cambios en estructura estan

ademas acompafiados de modificaciones en actividad metabdlica y estilo de vida.

La evaluacion de las cepas mutantes sugiere que hay alrededor de 800 genes en S. Typhi
que son potencialmente requeridos para resistir a deoxicolato de sodio y cuya relacién con
este fendbmeno no ha sido establecida aun. Adicionalmente, se identificé una cepa mutante

con un fenotipo hiperresistente a deoxicolato de sodio.

Esta evidencia confirma que para sobrevivir a las sales biliares, S. Typhi requiere de la
participacion de una gran cantidad de genes involucrados en todos los aspectos de su
estructura y fisiologia para conferirle una condicion en la que sea fisica y metab6licamente

capaz de contenter a los efectos bactericidas de estos agentes.



1. Abstract

Salmonella Typhi is the etiological agent of typhoid fever. To establishan infection in its
human host, S. Typhi must survive the presence of bile salts in the gut and gallbladder. To
determine the genetic elements that this pathogen utilizes to survive under such host stress
condition,transcriptomic and proteomic analyses, along with the assessment of a collection
of forty genomic deletions were carried out under the presence of sodium deoxycholate -
the most abundant bile salt in humans. Transcriptomic and proteomic studies revealed
changing patterns in the expression of genes coding for capsule, LPS, ECA, peptodoglycan,
flagella, inner membrane proteins and lipids, and enzymes of central metabolism. The
assessment of the genomic deletions and single mutants revealed up to 800 genes that are
potentially required for sodium deoxycholate resistance. Furthermore, a strain carrying a
deletion that produces a sodium deoxycholate hyper-resistant phenotype was identified in

this work.



2. Introduccion
2.1 Historia de la fiebre tifoidea

Desde nuestros mas remotos origenes evolutivos, las enfermedades febriles han flagelado a
la humanidad; sus malestares han aquejado y diezmado las poblaciones de todos los grupos
humanos en casi cualquier rincon del mundo a lo largo de milenios. Los primeros registros
de tales enfermedades datan demedio milenio antes de Cristo, en la Antigua Grecia de los
tiempos de Hipdcrates, donde se comenzd a utilizar el término typhous(tifus)para referirse
a cuadros febriles continuos acompariados de estupor y delirio (1). El significado mismo de
typhous—brumoso-hace alusion a la experiencia delirosa que sufre aquél atribulado por
estas dolencias. Este término, sin embargo, fue utilizado de manera amplia y general para
referirse a un conjunto de afecciones con presentacion sintomatoldgica similarpero que hoy
en dia se sabe que sondeetiologiasdiversas. Entre éstas seguramente figuraba la fiebre
tifoidea (1). Dada la poca especificidad que implicaba el uso detyphous, no es sorprendente
que se pueda atribuir a la fiebre tifoidea el protagonismo de acontecimientos relevantes en
la civilizacion helénica,como epidemias — la Plaga de Atenas - 0 la muerte de personajes

notablescomo Alejandro Magno (2).

El uso del término tifus continu6 empledndose a la vieja usanza griega aun
transcurridos muchos siglos, estando ya avanzada la Edad Moderna. Las enfermedades
febriles seguian siendo misteriosas y mortales,poco se conocia de su etiologia, modo de
transmision o de medidas preventivas. La teoria del miasma era dominante en
Occidente;consitiaen suponer que las personas adquirian el tifus después de inhalar vapores
y olores contaminados que desprenden de materia contaminada, en descomposicion y

cuerpos enfermos (3).

Como muchas otras enfermedades infecciosas, no fue sino hasta el siglo XIX junto
con el florecimiento explosivo de numerosas otras ciencias, que la microbiologia y la
medicina basadas en el método cientifico lograron establecer los criterios que
diferenciaronclinicamente la fiebre tifoidea de otras entidades con manifetaciones
semejantes, y con ella su hasta entonces desconocido agente causal.Estos descubrimientos
finalmente desmembraron el concepto de tifus y permitieron estudiar a distintas
enfermedades febriles como entidades separadas. En esta vanguardia se encontraba Pierre
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Charles Alexandre Louis quien,en los afios 30 de ese siglo, examinando tejido linfatico
logréestablecer una de las primeras observaciones sobre la histopatologia de la enfermedad,
la cual consisti6 en puntualizar que la fiebre tifoidea estaba caracterizada por lesiones en las
placas de Peyer y nddulos linfaticos mesentéricos, mientras que tales lesiones podian estar
ausentes en el tifus (4).En los afios posteriores, la nocion de que la fiebre tifoidea y el tifus
eran entidades clinicas distintas fue propagada al resto de Europa y América. Pronto, otra
caracteristica de la fiebre tifoidea seria descubierta: William Budd en el Reino
Unidocomunica en 1856 que la fiebre tifoidea es transmitida por la via fecal-oral, y
propone como medida preventiva la cloracion del agua. El trabajo de Budd es el primer
estudio epidemioldgico de su tipo sobre la fiebre tifoidea, y sus propuestas de medidas
preventivas fueron aplicadas eventualmente, en 1875, casi 20 afios después, con resultados

satisfactorios.

El culpable de esta enfermedad fue por fin puesto al descubierto en la Alemania
imperial cuando en 1880,examinando secciones histoldgicas, el patologo Carl J. Eberth
observo por primera vez al bacilo tifoideo, presentando evidencia que asienta a la teoria del
germen como principal explicacion del origen de la fiebre tifoidea. Méas pruebas
contundentes de que este bacilo generaba la fiebre tifoidea fueron halladaspor el médico
Georg Theodor August Gaffky, quien logro asilar el bacilo y crecerlo en un cultivo puro.

Gaffky lo nombré como Bacterium typhosum(5).

Al afio siguiente, en el Nuevo Mundo, Theobald Smith aislé de cerdoslo que él
Illamo6 Bacterium cholera-suis,mientras trabajaba en el grupo de Daniel E. Salmon en la
Divison de Veterinaria de la USDA. Fue en honor a EImer Salmon que en 1890 el género
haya sido nombradoSalmonella, y la especie tipo del género fue bautizada como
Salmonella cholerasuis.No obstante, para cumplir a la totalidad los postulados de Koch y
terminar con el trabajo iniciado por Gaffky, tendriamos que regresar a Gran Bretafia, donde
el médico Albert Sydney Griinbaum demostré que la infeccion experimental con inoculo
oral del bacilo tifoideo en chimpancés produce leves estados febriles y las caracteristicas

lesiones intestinales en placas de Peyer que son observadas en pacientes humanos (6).

Los esfuerzos y ambiciones de investigadores del siglo XIX resultaron fructiferas

también en la innovacion del diagndstico de la fiebre tifoidea. EI diagnéstico serologico vio
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la luz cuando, en 1896, Georges-Fernand-Isidor Widal descubri6 que el suero de pacientes
enfermos de fiebre tifoidea aglutinaba Salmonella proveniente de cultivos puros. Esta
prueba, posteriormente conocida como prueba de Widal,sigue utilizdndose para

diagnosticar fiebre tifoidea.

Asimismo, el desarrollo de este método seroldgico hizo posible otro descubrimiento
relevante ese mismo afio: el suero de dos individuos que presentaban un cuadro clinico de
fiebre tifoidea fue sometido a la prueba de aglutinacion de S. Typhi y el resultado fue
negativo. Asi entonces fue el descubrimiento de Bacille paratyphique, quesiendo un
serovar distinto a S. Typhi, ocasiona signos y sintomas idénticos a la fiebre tifoidea. La

enfermedad que produce es conocida como fiebre paratifoidea (7).

El siglo XX comenz6 con ajustes taxondmicos- luego de la designacion del nombre
Salmonella cholerasius en 1900, el bacilo tifoideo recibio una nueva denominacion en 1908:
Eberthella typhi, en honor al trabajo pionero de Eberth. Sin embargo, esta denominacion
termind viéndose desfavorecida cuando en 1933 se adoptd el nombre Salmonella typhi. A
partir de ese entonces el género quedd nombrado definitivamente como Salmonella.
Mientras tanto, a inicios de siglo, Robert Kochproponia una ruta de transmision de la fiebre
tifoidea limitada exclusivamente a interacciones humano-humano. Ademas, propuso
acertadamente la existencia de un estado de portador asintomatico, el cuél convertia a

individuos aparentemente sanos en focos de infeccién para el resto de la poblacién (8).

Laelucidacion de las vias de transmision tuvo como consecuencia la
implementacion de medidas sanitarias preventivas en gran parte de Europa y América,
como la cloracion de los sistemas de agua potable y la identificacién de portadores
humanos y su consecuente retiro de la elaboracion de alimentos - esfuerzosque
consiguieron disminuir considerablemente la morbilidad y mortalidad de esta enfermedad
en los paises industrializados de la época. No obstante, aun en la actualidad existen paises
en vias de desarrollo con endemicidad e incidencias de fiebre tifoidea similares a la que

tenian los paises desarrollados en la primera mitad del siglo pasado(9).

A pesar del gran avance que se ha visto en la comprension de la fisiologia

bacteriana, vias de transmision, patogenia, terapéutica y medidas preventivas de la fibre



tifoidea, esta enfermedad sigue siendo un azote para muchas poblaciones que viven en

zonas endémicas, donde sigue arrebatando la vida a cientos de miles de personas.
2.2 Epidemiologia de la fiebre entérica

La fiebre tifoidea, también llamada fiebre entérica, es endémica de &reas con
deficiencias sanitarias de todo el mundo subdesarrollado: es un problema de salud publica
importante en Asia, Africa y América Latina. India, Pakistan y Bangladesh presentan hasta
el 85% de los casos que ocurren a nivel global (10). La perpetuacién de la fiebre tifoidea en
muchos de estos paises en vias de desarrollo es sustentada por factores socioecondémicos,
culturales y medioambientales.El comportamiento de la enfermedad en las zonas endémicas
es de tipo estacional, existiendo un incremento en la incidencia durante las estaciones
lluviosas; en el subcontinente indio durante el monzon se reportan el 45% de los casos de

esa region (10).

La cuenta total de casos anuales de fiebre tifoidea asciende a 21,650,971 casos
para el afio 2000 (11). La incidencia mas alta sucede en el sur y sureste asiaticos y el Africa
subsahariana donde ocurren mas de 100 casos por cada 100000 habitantes; en América
Latina, el norte de Africa y Oceania (a excepcion de Australia y Nueva Zelanda) la
incidencia es de 10 a 100 casos entre 100000 habitantes. En Europa, Norteamérica,

Australia y Nueva Zelanda se reportan menos de 10 casos por cada 100000 habitantes (11).

Una estimacion conservadora de la mortalidad de la fiebre tifoidea es del 1%, de
acuerdo con esto, en el afio 2000 fallecieron 216,651 personas a causa de este padecimiento
(11). Sin embargo, la limitante de esta estimacién es que hacen falta datos de tasa de
fatalidad de estudios de poblacion en zonas de mayor incidencia. Es probable que la tasa de
mortalidad media mas realista sea del 2% tomando en cuenta resultados de meta analisis
hospitalarios conducidos entre 1984 y 2005 en Africa, Asia y América Latina. A razon de
estos datos, la cifra de decesos anuales a consecuencia de la fiebre tifoidea seria de
aproximadamente 433,302 personas (12). En la figura 1 se muestra un mapa mundial de

riesgo de adquirir fiebre tifoidea.

En México, el ultimo brote relevante de fiebre tifoidea ocurrié en la década de los

70 del siglo pasado, durante el cual se registraron mas de 10,000 casos. Sin embargo, la
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enfermedad continta siendo endémica y debido al uso de practicas diagndsticas
inadecuadas como la dependencia casi exclusiva en la prueba de Widal y la escasez de
botellas de hemocultivo en los hospitales de sector publico, es probable que la enfermedad

no esté siendo subreportada.

D Riesgo bajo
[ Riesgo medio
B rRiesgoalto

Figura 1. Riesgo mundial de adquirir fiebre tifoidea. Creacion propia.

2.3 El género Salmonella

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Los géneros que
comprende esta familia se encuentran ampliamente dispersos en la naturaleza, hallandose
en la tierra, el agua, sobre las plantas y, notablemente, en el tracto digestivo de los
vertebrados, incluyendo el de los humanos. Son, en realidad, las bacterias més
frecuentemente recuperadas de muestras clinicas. Los miembros de la familia
Enterobacteriaceae son bacilos Gram-negativos no esporulados, fermentadores de glucosa,
citocromooxidasa negativos y reductores de nitratos a nitritos(13).Los serovares de
Salmonella son ademas motiles, expresando usualmente flagelos peritricoscon la excepcion
de Salmonella Pollorum y Salmonella Gallinarum. Son anaerobios facultativos, que crecen
en un rango de temperaturas entre 5-45 °C, siendo la temperatura mas adecuada para su
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desarrollo muy similar a la temperatura fisiologica de hospederos vertebrados (35-37 °C).
Al estar adaptadas a sobrevivir al medio externo son capaces de resistir a pH bajo y
frecuentemente forman cadenas filamentosas cuando son cultivadas en condiciones

adversas de extremos de pH y temperatura (14).

Todas las especies de Salmonellason parasitos patdgenos intracelulares facultativos,
capaces de invadir un nimero de tipos celulares diferentes que incluyen principalmente
macrofagos, celulas epiteliales y células dendriticas (14). La invasion a estas estirpes

celulares esta mediada por un conjunto impresionante de factores de virulencia.

Salmonellamuestra su gran éxito evolutivo al poder transitar y colonizar el tracto
digestivo de hospederos vertebrados e invertebrados muy variados: aves, reptiles, insectos,
animales de granja y humanos. Es en algunos de estos hospederos, particularmente
mamiferos, donde desarrollan algunos de sus procesos infecciosos mejor descritos y de

mayor relevancia para salud humana.

La clasificacion taxondmica del género Salmonella es la mas complicada de todas
las enterobacterias, y a lo largo del tiempo se ha favorecido el uso de varios métodos para
clasificarlas. Historicamente la nomenclatura del género fue basada en el lugar donde se
aisld la cepa por primera vez, por ejemplo, S. dublin, S. london, S. miami, S. kentucky, etc
(14).Maés recientemente, las salmonelas han sido ordenadas basandose en sus patrones
antigénicos; somatico (O), flagelar (H) y capsular (Vi). De acuerdo con esta clasificacion,
cada serotipo o serovar de Salmonella esta definido por una formula antigénica que enlista
factores O, H1 y H2 (1). Actualmente se reconocen2,463 serotipos que pertenecen
Unicamente a dos especies: Salmonella enterica con 2,443 serotipos, y Salmonella bongori,
con 20 (15,16). La especie Salmonella enterica estd constituida por seis subespecies;
enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenaeeindica, que son representadas por
numeros romanos |, 11, lla, 1lb, IV y VI, respectivamente. AnteriormenteS. bongori era la
subespecie V de Salmonella enterica, pero ensayos de hibridacién demostraron que se trata,

en efecto,de una especie distinta (17,18).

Anteriormente, se reportaban tres especies de Salmonella para comunicar resultados

positivos en la clinica: S. cholerasuis, S. typhi y S. enteritidis.Esta clasificacién quedd en
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desuso a partir del 1 de julio de 1983 (13). Hoy en dia en la préactica clinica cotidiana las
cepas desconocidas de muestras clinicas que por pruebas bioguimicas sean indicativas de
especies de Salmonella son confirmadas serolégicamente utilizando antisueros policlonales
de anticuerpos especificos dirigidos contra las subespecies principales. La determinacién de
serotipo es llevada a cabo por laboratorios de salud publica sobre la base de reacciones

serologicas contra los determinantes O y H (13).

Los serotipos de Salmonella pueden aislarse de distintas muestras clinicas. Apartir
demateria fecal se les puede aislar estriando las muestras en placas de agar de baja
selectividad como agar MacConkey, agar deoxicolato, agar de sales biliares y agar verde
brillante. Estos medios contienen agentes que inhiben el crecimiento de microorganismos
Gram-positivos de la microbiota acompafiante y contaminantes. Sin embargo, el
coprocultivo es casi exclusivamente empleado para aislar serotipos no tifoideosde
Salmonella, que producen manifestaciones gastrointestinales mas pronunciadas que
Salmonella Typhi. Para el aislamiento de S. Typhi de individuos que cursan la enfermedad
activamente el cultivo de aspirado de medula 0sea es el que ofrece mayor recuperacion,
seguido de cultivo de contenido duodenal y hemocultivo (19, 20, 21, 22). Una combinacion
de estos métodosde cultivo resulta en un éxito del 90% para el aislamiento de serovares
tifoidales de pacientes enfermos. No obstante, en la practica suele realizarse Unicamente el

hemocultivo, que reduce el éxito del aislamiento del 40 al 70% (21, 22, 23).

El aislamiento de especies no tifoidales de Salmonella en coprocultivo es favorecido
con el uso del medio verde brillante, que contiene altas concentraciones de verde brillante
(12.5 g/l) como agente inhibidor de coliformes y Gram-positivos. Sin embargo, un medio
maés adecuado para recuperar Salmonella Typhi es el agar sulfito bismuto, el cual contiene
0.025 g/l de verde brillante como inhibidor y sulfato ferroso (FeSO.) que es reducido a
sulfuro de hidrogeno (H2S)por proteinas codificades en los operones phsABCy asrABC(24,
25). El sulfuro de hidrégeno reacciona con el indicador sulfito de bismuto (Bi2[SOs]s) en el
medio para producir sulfuro de bismuto (Bi.S3), un precipitado insoluble que le otorga el
color negro caracteristico a las colonias. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que no todas

las cepas de serovares tifoidales producen cantidades apreciables de sulfuro de hidrogeno

(1).
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Una vez en cultivo, Salmonella puede identificarse y distinguirse de otras especies
de enterobacterias mediante la realizacion de pruebas bioquimicas. La utilizacion de lactosa
por Escherichia coli y especies de Citrobacter, por ejemplo, permite distinguirlas de cepas
de Salmonella y Shigella, debido a que estos Gltimos dos géneros carecen de la capacidad
de metabolizar lactosa, a excepcidn de algunos serotipos de S. enterica subspecies arizonae
y S. enterica subspeciesdiarizonae. Asimismo, Salmonella es incapaz de fermentar sacarosa
mientras que la mayoria de las cepas de E. coli y Citrobacter spp son perfectamente
capaces de hacerlo.Algunos de los serotipos de Salmonella y especies de Citrobacter
pueden reducir el sulfato ferroso (FeSOa4) a sulfuro de hidrégeno (H2S), esta caracteristica
metabdlica las distingue de E. coli y Shigella. Estas propiedades bioquimicas pueden
evaluarse en medios como Triple Sugar Iron (TSI), un medio sélido inclinado que contiene
1% de sacarosa, 1% de lactosa, 0.1% de glucosa, sulfato ferroso y rojo de fenol como
indicador(13).

Las patrones principales de las manifestaciones de la salmonelosis permiten
establecer dos grupos de cepas de Salmonella:Salmonella tifoidea y no tifoidea (NTF). En
infecciones humanas, se han descrito cuatro manifestaciones clinicas: fiebre entérica (fiebre
tifoifea), gastroenteritis, bacteremia y otras complicaciones gastrointestinales y estado de

portador cronico (14).

Salmonella enterica serovar Typhi es el tipo mas invasivo y ocasiona fiebre tifoidea,
una enfermedad sisttmica en humanos. S. enterica serovar Typhimurium y serovar
Enteritidis causan gastroenteritis o enterocolitis autolimitante, que estd principalmente
localizada y limitada al tracto digestivo. En humanos, S. enterica serovar Paratyphi genera
una enfermedad similar a la fiebre tifoidea (14).

A pesar de que las cepas tifoidales y no tifoidales de Salmonella son muy cercanas
geneticamente,llegando a compartir hasta el 90% de su genoma (26), producen cuadros
patoldgicos por demas distintos (26). Las cepas no tifoidales de Salmonella(principalmente
S. Typhimuriumy S. Enteritidis), por ejemplo, generan gastroenteritis — una enfermedad
diarreica tipica localizada en el ileon terminal, nédulos linfaticos mesentéricos y en
ocasiones el colon, mientras que la fiebre tifoidea es una enfermedad sistémica. El periodo

de incubacion de gastroenteritis es considerablemente més corto que el de la fiebre tifoidea,
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requiriéndose tan s6lo un dia 0 menos para que se muestre la sintomatologia (28). La
caracteristica histopatoldgica de esta gastroenteritis es inflamacion local aguda con
infiltrados de polimorfonucleares (29), como consecuencia, un examen de leucocitos

fecales suele revelar abundantes neutrdfilos (30).

La gastroenteritis producida por Salmonella NTF es una enfermedad autolimitada en
individuos inmunocompetentes y los sintomas normalmente menguan antes de los diez dias
(28). En individuos inmunocomprometidos, en cambio, la gastroenteritis por Salmonella
puede complicarse con bacteremia, en cuyo caso se detecta neutrofilia en sangre periférica;
en contraste con la bacteremia en fiebre tifoidea donde no solamente no se presenta
neutrofilia, sino que el 25% de pacientes transcurren con neutropenia (31, 32). Todo esto es
evidencia de que las cepas no tifoidales de Salmonella generan una respuesta inmune fuerte

y evidente, mientras que las cepas tifoidales son inmunoldgicamente mas discretas (33).
2.4Presentacion clinica de la fiebre tifoidea

La fiebre tifoidea se caracteriza por una invasién bacteriana sistémica en individuos
inmunocompetentes. La infeccion inicia al ingerir alimentos o agua contaminados con
materia fecal humana que contiene el agente causal Salmonella Typhi (34), la dosis
infectiva se estima en alrededor de 10,000 células (35). La diseminacion sistémica inicia
con la penetracion del microorganismo en la mucosa del ileon a través las células M enlas
placas de Peyer, desde donde es capaz de diseminarse via linfatica y establece una
infeccion no detectable clinicamente acompafiada de bacteremia primaria transitoria (36).
Como consecuencia de la via de diseminacion,el patdgeno es aislado con mucha frecuencia
de placas de Peyer, nodulos linfaticos mesentéricos, bazo, higado, médula dsea, sangre
periférica, vesicula biliar y, con menos frecuencia pulmones y rifiones.Salmonella Typhi es
un patégeno discreto que sabe tomar ventaja de la tolerancia inmunoldgica del tracto
digestivo.Su presencia en el lumen instestinal y subsecuente infiltracion no produce
inflamacion detectable en estos sitios. A consecuencia de esta estancia tan silenciosa es que
el periodo de incubacion de la enfermedadsea de alrededor de dos semanas después de
haber ingerido alimentos o agua contaminados con el patdgeno(37). Pasado este tiempo, la
infeccion puede o no comenzar a manifiestarse con signos y sintomatologia inespecificos

como fiebre y bradicardia, escalofrios, mialgia, ndusea y anorexia (38). Durante la
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enfermedad, es comdn observar un patron definido de fiebres, iniciando con fiebre de baja
intensidad (37.5 a 38.2 °C) que progresivamente evoluciona en fiebre de alta intensidad
(38.2 a 41.5 °C) (39). La sintomatologia inespecifica dificulta el diagnodstico diferencial
durante la inspeccion clinica, pero existen una serie de observaciones que suelen delatar la

etiologia subyacente, como picos en temperatura y puntilleo rosaceo en el pecho (40).

La fiebre tifoidea no es considerada una enfermedad diarreica, y este sintoma se
presenta en menos de una tercera parte de los pacientes, el resto de los cuales puede incluso
experimentar estrefiimiento (41).Sin embargo, los infantes suelen presentar diarrea con
mayor frecuencia que los pacientes adultos (42). Otros signos menos frecuentes son la
esplenomegalia yhepatomegalia,mientras que los sintomas neurologicos, tos, dolor

abdominal y jaqueca se observan en aproximadamente la mitad de los individuos (43).

En regiones endémicas hasta el 15% de los pacientes desarrolla complicaciones en
los 6rganos accesorios del tubo digestivo como pancreatitis, hepatitis y colecistitits, las
cuales pueden ir acompafiadas de ictericia (43). Complicaciones como coagulacién
intravascular diseminada son mas comunes en pacientes pediatricos (1). La transmision
vertical intrauterina de una madre infectada puede ocasionar tifoidea neonatal, una

condicion rara pero muy peligrosa (1).

La perforacion intestinal es una de las complicaciones mas graves de la fiebre
tifoidea y afecta alrededor del 5% de los pacientes (44). El infiltrado mononuclear en tejido
linfoide ileal puede asociarse con deposito de fibrina en capilares, resultando en trombosis
capilar y ulceracion en zonas de las placas de Peyer que suelen observarse hacia la segunda
mitad del cuadro febril. Si estos procesos de ulceracion continGan, se puede producir
hemorragia y perforacion intestinal asociada con peritonitis, la cual ocurre hacia la tercer
semana (45). La perforacion intestinal en la fiebre entérica es una importante causa de
mortalidad tanto para adultos como pacientes pediatricos (46). Tanto las recaidas como las

reinfecciones son comunes en la fiebre tifoidea (1).
2.5 Las sales biliares y su compleja relacion con Salmonella

Los hepatocitos pericentrales del higadoposeen la capacidad metabodlica requerida

para transformar el colesterol en acidos biliares y sus sales(47).Como su nombre sugiere,
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los acidos biliares y sus sales son constituyentes de la bilis y, tras su sintesis, son secretados
junto con los otros componentes de este fluido a los canaliculos biliares.En la bilis, las sales
biliares constituyen hasta el 50% de todos los componentes organicos en ésta (47). El
carécter anfipatico de los &cidos biliares es responsableen gran medida de la funcion
principal de la bilis - emulsificar las grasas de la dieta, incrementando la superficie de

contacto con enzimas digestivas.

La transformacion hepética del colesterol en acidos biliares es un proceso
multienzimatico, cuyos pasos incluyen la ruptura oxidativa de la cadena alifatica en
posicion C17, reduciendo el nimero de carbonos en esta cadena de ocho a cinco, con la
introduccion de la funcién acido carboxilico que a partir de ahora caracteriza a estas
entidades quimicas (48). Asimismo, se adicionan grupos hidroxilo al esqueleto anillado del
colesterol; para dar acido quenocolico se lleva a cabo una Unica hidroxilacién en C7,
mientras que para el acido cdlicose efectla una hidroxilacién doble para el &cido célico en
el C7yel C12.

Los &cidos biliares se pueden clasificar dentro de cuatro grupos principales: por un
lado los acidos biliares primarios y secundarios y, por el otro, acidos biliares conjugados y
no conjugados. Las sales biliares primarias son los productos inmediatos de la
transformacion hepatica del colesterol y su identidad y abundancia varia de acuerdo a la
especie animal de la que se trate. Asi por ejemplo, las sales biliares primarias méas
abundantes en humanos y ratas son el colato y el quenodeoxicolato,mientras que en ratones
se habla de colato y muricolato (48). La remocion del grupo hidroxilo en la posicion C7 de
las sales biliares primarias rinde a las sales biliares secundarias. Esta transformacion es
llevada a cabo por enzimas bacterianas de la microbiota intestinal (48). En los humanos, los

productos principales de esta deshidratacion son el deoxicolato y el quenodeoxicolato.

Antes de ser secretados, los &cidos biliares son conjugados por union peptidica con
los aminoécidos glicina (produciendo glicoconjugados) o taurina (dando tauroconjugados)
(49). Muy minoritariamente se producen conjugaciones con otros aminoacidos como lisina
o leucina, queson hidrolisados rapidamente por carboxipeptidasas pancreaticas(50). Aunque
depende de la dieta y otras variables, la proporcion de glicoconjugados a tauroconjugados

en la bilis humana es generalmente de 3:1 (48). No obstante, una vez en el lumen del colon,
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diversos miembros de la microbiota intestinal, entre ellos especies de los géneros
Lactobacillus, Enteroccocus, Bifidobacterium y Clostridium (51, 52, 53), llevan a cabo la
deconjugacion de las sales biliares conjugadas, reacciones catalizadas por enzimas
bacterianas conocidas como hidrolasas de sales biliares (BSH) (49). Como discutimos
anteriormente, la deconjugacién es un requisitio previo para la transformacion de sales

biliares primarias a secundarias.

La deshidroxilacion de las sales biliares primarias, llamada 7a/p deshidroxilacion,
las convierte en sales biliares secundarias. La transformacion de sales biliares primarias a
secundarias requiere el transporte de sales primarias libres (desconjugadas) al interior de la
célula bacteriana, tarea que es realizada por el transportador dependiente de protones BaiG
(54). Una vez en el citosol bacteriano, la sal biliar es ligada a CoA por una ligasa de CoA
dependiente de Mg®" y ATP. El tioéster de sal biliar-CoA es posteriormente oxidado en el
grupo 3-hidroxilo por accion de una 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (55). Después de
esta oxidacion, flavoproteinas dependientes de NAD sintetizan 3-dehidro-A*-
quenodeoxicolato o 3-dehidro-A*-colato y 3-dehidro-A*-ursocolato, haciendo a la sal biliar

quimicamente |&bil para 7a-deshidratacion irreversible (56).

Las interacciones entre las sales biliares y la microbiota intestinal son estrechas,
dindmicas y complejas, propias de las relaciones entre elementos de un verdadero
ecosistema. Como todo ecosistema, la perturbacion del equilibrio en las relaciones de sus
elementos resulta comprometedor para la supervivencia de los elementos bidticos y en este
caso particular las consecuencias de un desbalance entre la microbiota y las sales biliares

podrian verse reflejadas en la salud del hospedero.

Las sales biliares influyen en el tamafio, diversidad y composicion de la microbiota
intestinal. Alteraciones en la cantidad, tipo y frecuencia de descarga de sales biliares
impactan sensiblemente las poblaciones de microbios comensales en este nicho. Por
ejemplo,una disminucién en la descarga de sales biliares al intestino promueve la
proliferacion de bacterias Gram-negativas, patdgenos entre ellas, mientras que un
incremento en la cantidad de sales biliares favoreceria la proliferacion de organismos
Gram-positivos y la reduccion de la poblacion de Bacteroides Gram-negativos

(49).Alteraciones en el tipo y abundancia de sales biliares pueden estar indirectamente
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relacionadas con el desarrollo de cancer colorectal, al favorecer la proliferacion de
Firmicutes, Proteobacteria y la simultdnea disminucion de la poblacién de Bacteriodetes
(57).

Asimismo, la microbiota ejerce una considerable influencia sobre la identidad y
proporcion de las sales biliares en el tracto digestivo, ya que como se ha mencionado
anteriormente las sales biliares son sustratos para enzimas bacterianas que modifican
quimicamente estas sales, cambiando las caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas de los
compuestos originales. Las bacterias intestinales pueden, ademas, servirse de las sales

biliares usandolas como sefiales e incluso como nutrientes y aceptores de electrones (49).

Quizas la caracteristica mas sobresaliente de las sales biliares en su relacion con las
bacterias intestinales es su accion antimicrobiana, a la que le deben su capacidad de
equilibrar y regular la microbiota. Para comprender algunos de los mecanismos inhibitorios
de las sales biliares conviene recordar su naturaleza quimica, ya que al ser derivados del
colesterol conservan un gran nacleo esteroidal hidréfobo al que se le han adicionado grupos
polares (grupos hidroxilo) e ionizables (funcién acido carboxilico y aminoécidos),
rindiendo una estructura anfipatica que puede interactuar por un lado con entidades
quimicas hidrofébicas y por otro con grupos cargados. La anfipatia le confiere a las sales
biliares accion detergente, lo que les hace especialmente detrimentales para la integridad de
las membranas bioldgicas. Altas concentraciones de bilis disuelven los lipidos de
membrana causando fuga de contenido citosolico y muerte celular (58). Concentraciones
menores tienen efectos perniciosos mas sutiles sobre la fluidez y permeabilidad de la
membrana, pueden alterar proteinas integrales de membrana, descontrolar el transporte de

cationes y alterar la hidrofobicidad de la bicapa (59, 60).

Ademas de comprometer la integridad de las membranas, las sales biliares inducen
inestabilidad y dafio al DNA.En Salmonella enterica, las sales biliares incrementan la
frecuencia de sustituciones nucleotidicas yframeshifts (61). La anfipatia de las sales biliares
causa también que las proteinas pierdan su conformacién nativa y adopten configuaciones

en las que no son funcionales, contribuyendo al dafio infingido sobre las bacterias (49).
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Otra forma interesante en que las sales biliares representan una amenaza para la
proliferacion bacteriana consiste en la competencia directa entre sales biliares y bacterias
por hierro y calcio; los &cidos taurocdlico y glicocolico pueden formar complejos con
hierro soluble Fe?* (esto facilita la absorcion intestinal de hierro).Adicionalmente, las
micelas de sales biliares son capaces de quelar iones calcio Ca?*. Puesto que ambos iones
son criticos para las funciones celulares, la disminucion de la disponibilidad de éstos a
consecuencia de la accion quelante de las sales biliares compromete la capacidad de

proliferacion de las bacterias intestinales (62, 63).

Las sales biliares constituyen un verdadero y efectivo mecanismo de la inmunidad
inespecifica del hospedero. Permitentinicamente la proliferacion de las especies resistentes
a esta presion de seleccion, que normalmente son aquellas que han evolucionado para estar
mejor adaptadas a los tractos digestivos de los vertebrados y que suelen establecer
relaciones de comensalismo y simbiosis con sus hospederos.Sin embargo, existen
patdgenos que han logrado superar esta barrera de seleccion y han probado ser grandes
problemas sanitarios para las poblaciones humanas. Tales microorganismos incluyen Vibrio
cholerae, patotipos de E. coli, Shigella, Pseudomonas, Aeromonas, Campylobacter y
Salmonella.Salmonella sobresale de los demas géneros resistentes a las sales biliares por su
capacidad para colonizar el tracto hepatobiliar y la vesicula biliar, donde causa infeciones
cronicas(64). Velkinburgh y Gunn (65) determinaron que las concentraciones inhibitorias
minimas (MIC) de hiel de buey para células en fase estacionaria de S. Typhimurium y S.
Typhi fueron de 18% y 12%, respectivamente, y que las concentraciones bactericidas

minimas (MBC) fueron >60% para S. Typhimurium y 18% para S. Typhi.

Estudiar la estrecha interaccion que estos microorganismos han establecido con las
sales biliares y particularmente los mecanismos que les permiten tolerarlas, podria
proporcionar nuevas estrategias terapéuticas para algunas de las infecciones que estas

bacterias producen, que hasta el dia de hoy son problemes relevantes de salud publica.

En la figura 2 se ilustran las principales formas en las que las sales biliares causan

dafio a las céulas bacterianas.
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Figura 2. Principales efectos nocivos de las sales biliares para las bacterias. Las sales biliares, representadas
en la figura por deoxicolato, son capaces de a) solubilizar membranas celulares, ocasionando cambios
osmoticos y fuga de contenido intracelular; b)alterar la conformacion de proteinas a causa de su naturaleza
detergente; c) las sales biliares primarias actian como quelantes, formando complejos con iones Ca*? e iones
Fe*? solubles, limitando la disponibilidad de estos iones para la microbiota. d)Las sales biliares inducen
inestabilidad genética a través de sustituciones nucleotidicas y frameshifts. Creacion propia.
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3. Antecedentes

La evidencia existente apunta a que no existe un mecanismo Unico que permita que
Salmonella enterica resista las acciones de las sales biliares. En la literatura se reportan
trabajos que a través de diversas técnicas de mutagénesis y evaluacion fenotipica han
determinado una listas de genes que son requeridos para sobrevivir a las sales biliares. La
diversidad en la naturaleza, localizacién y funcion de éstos sugiere que se trata de un

proceso complejo y de coordinacion redundante.

EnSalmonella y Escherichia coli, los principales elementos reportados como necesarios
para la tolerancia a bilis y sus componentes pueden ser clasificados de manera general de la

siguiente forma:

e Envoltura celular (66, 67, 68, 69, 70, 71, 72)

e Respuesta general a estrés (64, 73, 74, 75, 76)

e Mecanismos de reparacion de DNA (77, 78, 61)
e Bombas de expulsion(79, 80, 81, 82)

En nuestro grupo se ha observadola importancia de algunos elementos como las porinas
OmpC y OmpF asi como el sistema CRISPR-Cas en la resitencia a deoxicolato de sodio.
Ademas, se han caracterizado componentes clave en una cascada de regulacién de las

porinas mencionadas como es el caso del regulador tipo Lys-R,LtrR (83).
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Determinar elementos genéticos en Salmonella enterica serovar Typhi involucrados con la
respuesta y resistencia a deoxicolato de sodio a los niveles transcripcional, traduccional y

geno-fenotipico.

4.2 Objetivos particulares

1)Obtener perfiles transcripcionales de cultivos de S. Typhi en medio libre y suplementado

con deoxicolato de sodio.

2)ldentificar proteinas cuya sintesis sea inducida o reprimida por sales biliares a partir de
extractos proteicos totales de cultivos en medio libre y suplementado con deoxicolato de

sodio.

3)Purificar proteinas de membrana interna de cultivos de S. Typhi en ausencia y presencia

de deoxicolato de sodio.

4)Evaluar la capacidad de tolerancia y proliferacion de un banco de cepas mutantes en

medio suplementado con deoxicolato de sodio.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Cepas bacterianas utilizadas

En la tabla 1 se encuentran las cepas utilizadas en este estudio y sus caracteristicas.

Tabla 1. Cepas bacterianas

Cepa

Descripcion

Referencia

S. Typhi IMSS-1 WT

IMSS-1 A-Fragmento 1

IMSS-1 A-Fragmento 2

IMSS-1 A-Fragmento 4

IMSS-1 A-Fragmento 14
IMSS-1 A-Fragmento 16
IMSS-1 A-Fragmento 17
IMSS-1 A-Fragmento 18
IMSS-1 A-Fragmento 19
IMSS-1 A-Fragmento 20
IMSS-1 A-Fragmento 22
IMSS-1 A-Fragmento 23
IMSS-1 A-Fragmento 24
IMSS-1 A-Fragmento 25
IMSS-1 A-Fragmento 28
IMSS-1 A-Fragmento 29
IMSS-1 A-Fragmento 31
IMSS-1 A-Fragmento 36
IMSS-1 A-Fragmento 37

IMSS-1 A-Fragmento 38

Salmonella enterica serovar
Typhi Serotipo Vi. Aislado
clinico mexicano.

IMSS-1 A de la base 5114 a la
base11245

IMSS-1 A de la base 15020 a
la base 44181

IMSS-1 A de la base 115562 a
la base 140747

IMSS-1 A de la base 505095 a
la base 511709

IMSS-1 A de la base 543995 a
la base 559757

IMSS-1 A de la base 561169 a
la base 568418

IMSS-1 A de la base 571070 a
la base 603793

IMSS-1 A de la base 603869 a
la base 662124

IMSS-1 A de la base 673526 a
la base 692902

IMSS-1 A de la base 788781 a
la base 803388

IMSS-1 A de la base 804424 a
la base 853368

IMSS-1 A de la base 853371 a
la base 902877

IMSS-1 A de la base 906205 a
la base 951122

IMSS-1A de la base 1071866 a
la base 1090452

IMSS-1A de la base 1090922 a
la base 1125945

IMSS-1 A de la base 1157987
alabase 1177712

IMSS-1 A de la base 1268517
ala base 1279753

IMSS-1 A de la base 1287512
a la base 1306570

IMSS-1 A de la base 1306997
a la base 1355895
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Tabla 1 (Cont.). Cepas bacterianas

Cepa Descripcion Referencia
IMSS-1 A-Fragmento 40 IMSS-1 A de la base 1379227 a  Este trabajo
la base 1399395

IMSS-1 A-Fragmento 41
IMSS-1 A-Fragmento 42
IMSS-1 A-Fragmento 43
IMSS-1 A-Fragmento 44
IMSS-1 A-Fragmento 45
IMSS-1 A-Fragmento 46
IMSS-1 A-Fragmento 47
IMSS-1 A-Fragmento 52
IMSS-1 A-Fragmento 54
IMSS-1 A-Fragmento 55
IMSS-1 A-Fragmento 59
IMSS-1 A-Fragmento 64
IMSS-1 A-Fragmento 73
IMSS-1 A-Fragmento 77
IMSS-1 A-Fragmento 78
IMSS-1 A-Fragmento 95
IMSS-1 A-Fragmento 107
IMSS-1 A-Fragmento 112
IMSS-1 A-Fragmento 114

S. Typhi IMSS-1+pKK232-
8+RR luxS

IMSS-1 A de la base 1400397
a la base 1407937

IMSS-1 A de la base 1409849

a la base 1428683

IMSS-1 A de la base 1428683
a la base 1469102

IMSS-1 A de la base1469143 a
la base 1528149

IMSS-1 A de la base 1530543
a la base 1576533

IMSS-1 A de la base 1577286
a la base 1621800

IMSS-1 A de la base 1621946
a la base 1667003

IMSS-1 A de la base 1846687
a la base 1895476

IMSS-1 A de la base 1921988
a la base 1963154

IMSS-1 A de la base 1966384
a la base 1977481

IMSS-1 A de la base 2131922

a la base 2186820

IMSS-1 A de la base 2347636 a
la base 2374341

IMSS-1 Ade la base 2614266 a
la base 2677593

IMSS-1 A de la base 2862279 a
la base 2904669

IMSS-1 A de la base 2907406 a
la base 2946548

IMSS-1 A de la base 3512586
a la base 3538076

IMSS-1 A de la base 4019963 a
la base 4090297

IMSS-1 A de la base4351835 a
la base 4393457

IMSS-1 A de la base 4406040 a
la base 4455940

IMSS-1 con el plasmido
pKK232-8 que contiene la
region reguladora del gen
luxS. ApR
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Tabla 1 (Cont.).Cepas bacterianas

Cepa

Descripcion

Referencia

S. Typhi IMSS-1+pKK232-
8+RR fis

S. Typhi IMSS-1+pKK232-
8+RR arcA

S. Typhi IMSS-1+pKK232-
8+RR crp

S. Typhi IMSS-1+pKK232-
8+RR fur

S. Typhi IMSS-1+pKK232-
8+RR soxR

IMSS-1 con el plasmido
pKK232-8que contiene la

region reguladora del gen fis.

ApR

IMSS-1 con el plasmido
pKK232-8que contiene la
region reguladora del gen
arcA. ApR

IMSS-1 con el plasmido
pKK232-8que contiene la
region reguladora del gen
crp. ApR

IMSS-1 con el plasmido
pKK232-8que contiene la
region reguladora del gen
fur. ApR

IMSS-1 con el plasmido
pKK232-8 que contiene la
region reguladora del gen
soxR. ApR
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5.2 Plasmidos

La tabla 2 retne informacion sobre los plasmidos utilizados en este trabajo

Tabla 2. Plasmidos

Plasmido

Descricpcion

Referencia

pKK232-8

pKK232-8+R.R luxS
pKK232-8+R.R soxR
pKK232-8+R.R fis
pKK232-8+R.R arcA
pKK232-8+R.R crp

pKK232-8+R.R fur

5.3 Medios de cultivo

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron cultivadas en medio Luria-Bertani
[triptona 1%, extracto de levadura 0.5% y NaCl 1%, pH 7.5], suplementando con
deoxicolato de sodio (Sigma Chemical, St. Lous, MO) cuando fue requerido. Para preparar

medio sélido se utilizé agar al 1.5% Yy los cultivos crecieron en estado estatico a 37 °C por

24 horas.

Los precultivos se realizaron inoculando una colonia de un cultivo s6lido en 5 mL

Derivado del plasmido
pBR322, contiene el gen
reportero cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT) sin su
promotor, ApR

pKK232-8 conteniendo la
region reguladora del gen luxS
pKK232-8 conteniendo la
region reguladora del gen soxR
pKK232-8 conteniendo la
region reguladora del gen fis
pKK232-8 conteniendo la
region reguladora del gen arcA
pKK232-8 conteniendo la
region reguladora del gen crp
pKK232-8 conteniendo la
region reguladora del gen fur

Pharmacia LKB
Biotechnology

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

de medio liquido e incubando a 37 °C /200 rpm durante 16 horas.

Cuando fue necesario, se afiadieron los siguientes antibidticos: ampicilina (Ap) 200

pug/mL y kanamicina (Km) 30 pg/mL
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5.4 Experimentos de microarreglos

Condiciones de cultivo

La cepa Salmonella enterica serovar Typhi IMSS-1fue inoculada en 50 mL de caldo
Luria-Bertani (LB) o LB adicionado con deoxicolato de sodio (LB DOC) al 5%,
incubandose a 37 °C y 200 rpm de agitacién hasta alcanzar una O.D.s95 = 0.6.

Extraccion de RNA

Se colectaron 25 mL de los cultivos mencionados y fueron lavados tres veces
consecutivas con 25, 50 y 50 mL de PBS-DEPC centrifugando a 7,000 rpm y 4 °C en cada
lavado. EI RNA fue aislado con el método de fenol-acido caliente. La concentracion de
RNA fue determinada midiendo la absorbancia a 260 nm. La integridad del RNA fue
comprobada con un gel de agarosa al 1.5 % con MOPS y formaldehido al 5%.

Sintesis de cDNA e hibridacion de microarreglos

Diez microgramos de RNA total fueron marcados con Cy3-dCTP o Cy5-dCTP
utilizando un kit de marcaje de cDNA First-Strand (Amersham Biosciences). Pares de
muestras de DNA marcadas con Cy3 y Cy5 fueron mezcladas e hibridadas al arreglo de
Salmonella provisto por el Instituto de Fisiologia Celular (Universidad Nacional Autbnoma
de México). Tras el lavado, los arreglos fueron escaneados utilizando un tamafio de pixel de
10 pm con un escaner de microarrgelos Scan Array Lite (Perkin-Elmer, Boston MA).

Analisis de microarreglos de DNA

Deteccion de spot, sefiales medias, intensidad media local de fondo, segmentacion
de imagen y cuantificacion de sefial fueron determinadas para las imagenes de los
microarreglos utilizando el software Array-Pro Analyzer 4.0 (Media Cybernetics, L.P). El
analisis de datos de microarreglos fue realizado con el software genArise desarrollado en la
unidad de computo del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional
Autonoma de México (http://www.ifc.unam.mx/genarise/). Este software identifica genes
diferencialmente expresados, calculando un Z-score dependiente de intensidad. Utiliza un
algoritmo de ventana deslizante para calcular las desviaciones media y estandar dentro de

una ventana rodeando a cada dato y define un Z-score donde Z mide el nimero de
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desviaciones estandar que un dato dado se aleja de la media. Se realizaron experimentos de

microarreglos por duplciado, con RNA aislado de cultivos independientes.
Se tomaron en cuenta genes cuya expresioén en DOC tuviera un Z-score >2.0

Se utilizé la funcion Functional Annotation Tool de DAVID Bioinformatics
resources 6.8 (86,87).

5.5 Analisis de extractos de proteinas totales
Obtencion de muestra

La cepa Salmonella Typhi IMSS-1 proveniente de precultivos fue inoculada en 50
mLde caldo LB o LB DOC 5%y se incubaron a 37 °C, 200 rpm hasta alcanzar O.D.sgs
=0.6.

Posteriormente, se dividié cada cultivo en alicuotas de 25 mL a las que se
adicionaron 20 mL de PBS 1X. Se realiz6 un lavado, centrifugando a 7,000 rpm
durante 5 minutos a 4 °C. Se realizaron dos lavados posteriores con 50 mL de PBS 1X.
El paquete celular fue guardado a -80 C° hasta ser transportado al laboratorio de
protedmica del Centro de Ciencias Gendmicas de la Universidad Nacional Auténoma

de México.
2-DGE e identificacion de proteinas

El analisis de electroforesis en 2-DGE vy el andlisis de imagenes se realizaron como
se ha reportado previamente. La separacion de proteinas en un gradiente de pH se
realiz6 mediante electroforesis bidimensional en un gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (Sigma, USA). Las masas moleculares fueron determinadas por
electroforesis de un marcador molecular premezclado que abarca el rango de 14 — 98

kDa (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) en la segunda dimension.

Spots de proteinas del gel de dos dimensiones fueron digeridos con tripsina
(Promega, Madison, WI, USA). Antes de medir las masas de la mezcla peptidica, los
péptidos fueron purificados utilizando un C8 ZipTip de acuerdo con las intrucciones
del fabricante (Millipore, Bedford, MA, USA). La solucion de péptidos purificados (0.6
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mL) fue preparada con volimenes iguales de acido a-ciano-4-hidroxi cinamico en 50%
ACN- 0.1% TFA para crear un templado de muestra para MALDI-TOF MS. Huellas de
masa peptidica fueron analizadas utilizando proyectos de secuenciacion de Mascot
Software (Matrix Science, London, UK).

5.6 Analisis protedmico de extractos de membrana interna

Extraccion de proteinas de membrana interna

La cepa Salmonella Typhi IMSS-1 proveniente de precultivos fue inoculada en 1.5
L de caldo LB o LB DOC 5%y se incubaron a 37 °C, a 200 rpm de agitaciéon hasta
alcanzar O.D.s95 = 0.6.

Posteriormente se centrifugaron300 mL de cultivo de cada condicion a 8,000 rpm
durante 20 minutos a 4 °C, se descarto el sobrenadante, se virtieron otros 300 mL de
cultivo y se centrifugd por segunda ocasion. Este paso se repitié hasta recolectar la
pastilla celular del.5 L de cultivo. Después, las pastillas se resuspendieron y lavaron
dos veces con 300 mL de buffer Tris-HCI 10 mM pH 7.5. Cada pastilla fue
resuspendida en 30 mL de Tris-HCI 10 mM pH 7.5 y fueron congeladas a -80 °C
overnight.

Al dia siguiente las pastillas se descongelaron, resuspendieron en vortex y fueron
lisadas a presion con prensa de French. Posteriormente, el lisado se centrifugd a 8,000
rpm por 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue ultracentrifugado a 108,000 gdurante
20 minutos a 4 °C. Se descarto el sobrenadante y el pellet fue lavado tres veces con 30
mL de Tris-HCI 10 mM pH 7.5 ultracentrifugando a las mismas condiciones. La
pastilla fue resuspendida en 8 mL de TT (Tris-HCI 10 mM + 2% Triton X-100) y se
incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos. La suspension se ultracentrifugé a
108,000 g por 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante contiene las proteinas de membrana
interna y se recolecto.La pastilla corresponde a las proteinas de membrana externa y se

resuspendid en 1 mL de TT.

Se cuantificaron las proteinas por espectrofotometria con el método del &cido
bicincénico (BCA). En una placa tipo ELISA, se coloc6 por duplicado 10 pL de cada

muestra y se adicionaron a cada pozo 200 pL del reactivo de reaccion BCA Protein
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Assay Kit Reagent (Pierce). La placa fue incubada a 37 °C durante 30 minutos y la

absorbancia fue medida a 562 nm utilizando un lector Ceres 900-C.

Finalmente, 30, 50 y 70 pg de cada muestra de proteina se analizaron en geles de
poliacrilamida (12% SDS-PAGE) y se sometieron a electroforesis con un voltage de 12

mA durante 12 horas. Los geles se tifieron con azul de Coomassie.

Muestras de extractos de proteinas de membrana interna de ambas condiciones de
cultivo fueron enviadas al laboratorio de proteémica del Centro de Ciencias Gendmicas
de la Universidad Nacional Auténoma de Meéxico, donde se realizd un andlisis de

electroforesis en 2-DGE como se describi6é anteriormente.

Una parte de los spots del gel fueron procesadas por el laboratorio de proteémica
del Centro de Ciencias Genomicas como ya se describio y otra por el Laboratorio
Universitario de Protedmica del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México donde se realizé el siguiente procedimiento:

Optimizacion del espectrometro de masas (calibracion externa)

El ajuste de los parametros para asegurar que el instrumento funcione dentro de las
especificaciones fue realizado con una solucion Calmix (N-butilamina, cafeina, Met-
Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621 (Pierce LTQ Velos ESI Positive lon
Calibration Solution). Estas soluciones se utilizan para calibrar el modulo LTQ Velos
con trampa de iones y el modulo Orbitrap con detector de masas FT (Fourier Transform)
en modo de ionizacion positiva ESI. La N-butilamina se utiliza para extender la
calibracién de masas a valores menores de m/z (73.14 Da). Este tipo de calibracion
permite determinaciones de masas moleculares con variacion de exactitudes menores a

5 ppm (partes/millon).

Analisis espectrométrico

Los péptidos producidos por clivaje enzimatico fueron desalados con Zip Tip C18
(Millipore; Billerica, MA, USA) y aplicados en un sistema LC-MS (Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry) compuesto de una bomba Accela (Thermo-

Fisher Co.; San Jose, CA, USA) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap
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Velos (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA) con fuente de ionizacion tipo nano-

electrospray (ESI).

En la cromatografia de liquidos de nano flujo en linea se utilizd un sistema
gradiente de 5-85 % B (acetonitrilo con 0.1% de acido formico) en 60 minutos
utilizando una columna capilar RP-C18 hecha en casa (0.75 pum de diametro interno y

10cm de largo). El flujo del sistema LC fue de 300 nanolitros/minuto.

El escaneo total de iones (Full Scan) fue realizado en el analizador Orbitrap con un
poder de resolucion de masas (Resolution Power; RP=m/FWHM) de 30,000. Para la
fragmentacion de los péptidos se aplicaron los métodos de CID (Collision-
InducedDissociation) y HCD (High-energyCollisionDissociation) con un poder de
resolucién de masas (ResolutionPower; RP=m/FWHM) de 15,000. Todos los espectros
fueron adquiridos en modo de deteccion positivo. La ejecucion y captura de los datos
de fragmentacion fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de iones
segUn las cargas predeterminadas (solamente se fragmentaron iones con carga z2*, z%*
yz**) con un ancho de aislamiento de 2.0 (m/z), energia de colision normalizada de 35
unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de activacién de 5 milisegundos y
tiempo méaximo de inyeccion de 10 milisegundos por micro-escaneo. Durante la
captura automatica de los datos fue utilizado la exclusion dindmica de iones: (i) lista de
exclusion de 500 iones, (ii) tiempo de pre-exclusién de 30 segundos y (iii) tiempo de

exclusion de 70 segundos.

Busqueda en Protein Data Bank (PDB) e identificacion de proteinas

La identificacion de proteinas se realizd con los datos espectrométricos en
formato.raw en el programa Proteome Discoverer 1.4. (Thermo-Fisher Co., San Jose,
CA, USA) a través del motor de busqueda Sequest HT. Para la busqueda de identidad
se utilizdé la base de datos invertida (Decoy database) de uniprot-Salmonella enterica,
con un FDR-False Discovery Rate (Minimo) de 0.01 y FDR 0.05 (Maximo). La
tolerancia maxima de diferencia de masas moleculares del ion precursor cuandose
compararon los valores tedricos contra experimentales (precursor mass tolerance) fue
de 20 ppm vy la tolerancia para los fragmentos obtenidos por disociacion del ion
precursor (fragment mass tolerance) fue de 0.6 Da. Para la busqueda automética fueron
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establecidas modificaciones constantes carbamidometilacion de cisteinas y variables
como oxidacion de metioninas y deaminacion de asparagina y glutamina.

Resumen de los pardmetros de busqueda:

Motor de busqueda: Sequest HT

Base de datos: uniprot-Salmonella enterica.

Modificacion constante: Carbamidomethyl (Cisteinas)

Modificaciones variables: Oxidation (M) y Deamidated (N y Q)

Enzima proteolitica: Tripsina

Numero maximo de “Missed cleavages™: 2

Precursor mass tolerance: 20 ppm

Fragment mass tolerance: 0.6 Da

5.7 Ensayos de expresion de las fusiones transcripcionales al gen reportero cat

Las cepas se crecieron en matraces con 50 mL de caldo LB o LB DOC 5% a 200
rpm y 37 °C. Se tomaron muestras cuando los cultivos alcanzaron O.D.sgs de 0.4, 0.6,
0.8, 1.0 y 1.2. Estas muestras fueron centrifugadas a 13000 rpm durante 2 minutos, el
sobrenadante se descarto y el paquete celular se resuspendio y lavo con 0.8 mL de
buffer TDTT (Tris-HCI 50 mM pH 7.8, 30 uM de DL-ditriotreitol). Posteriormente,
las células se resuspendieron en 500 uL de TDTT y fueron sonicadas en hielo en un
ciclo de 3 minutos — 9.9 s ON/9.9 s OFF- en un sonicador Vibra Cell (Sonics and
Materials, Inc). Al finalizar la sonicacion, los restos celularesfueron removidos
centrifugando a 13000 rpm durante 15 minutos, el sobrenadante se transfirid a tubos

limpios.

Se realiz6una cuantificacién de proteinas totales colocando por duplicado 10 pL
del sobrenadante en pozos de placa de ELISA y se adicionaron a cada pozo 200 pL de
la reaccion BCA Protein Assay Kit Reagent (Pierce), la placa se incub6 a 37 °C por
30 minutos. Se midio la absorbancia a 562 nm utilizando un lector Ceres 900-C. La
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actividad de la enzima cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) fue determinada
colocando 5 pL del sobrenadante en pozos de placa de ELISA, adicionando
posteriormente 200 pL solucion de acetilcoenzima A (acetil-CoA) 0.1 mM,
cloranfenicol 0.1 mM y DTNB (acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico) 1mM, en Tris-
HCI 0.1 M pH 7.8. La enzima CAT transfiere el grupo acetilo de la acetil-CoA al
cloranfenicol. La CoA reducida reacciona con el DNTB produciendo CoA-disulfuro,
acido trinitrobenzoico y tionitrobenzoico libre, compuesto que absorbe a 412 nm,
longitud de onda a la cual se midid la absorbancia con el lector Ceres 900-C a
intervalos de 5 segundos durante 5 minutos. La actividad especifica CAT
(mol/min/mg) corresponde al cociente entre la actividad CAT y la concentracion de

proteinas.

5.8 Obtencion de cepas mutantes

La generacion de las cepas mutantes evaluadas en este trabajo fue llevada a cabo por
el método de Datsenko y Wanner (85), que consiste en reemplazar una secuencia
cromosomica por un gen de resistencia a antibiético (kanamicina en este caso). Se
genera un product de PCR utilizando oligonucleé6tidos con extensiones homologas
correspondientes a la region a eliminar. Tales extensiones recombinaran en regiones
flanqueadas al gen mediante una reaccidn catalizada por la recombinasa Red. Las

cepas mutantes se verificaron por PCR y secuenciacion.

5.9 Evaluacion del crecimiento de mutantes en medio LBy LB DOC 5%

Las cepas criopreservadas de cada una de las mutantes y la cepa silvestre S.
Typhi IMSS-1 fueron estriadas en placas de agar LB con kanamicina 30 pg/mL y LB,
respectivamente, e incubadas a 37 °C por 24 horas sin agitacion. Se tomo una colonia
aislada de cada placa y fue inoculada en tubo con 5 mL de caldo LBcon kanamicina
30 g/mL (LB sin antibi6tico en el caso de la cepa silvestre) y se incubaron por 16
horas. Al finalizar la incubacién se midié la absorbancia de cada tubo y se ajusté el

volumen de inéculo que fue introducido en matraces con 50 mL de caldo LB y LB

34



DOC 5%. Los matraces fueron incubados a 37 °C en agitacion a 200 rpm, la

absorbancia de cada cultivo fue medida en periodos regulares de dos horas
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6. Resultados

6.1 El deoxicolato de sodio induce la transcripcién de genes con una gran diversidad
de funciones en S. Typhi

Los resultados de los experimentos de microarreglos realizados con S. Typhi indican que la
presencia de deoxicolato de sodio al 5% en el medio de cultivo induce la expresién de
genes que se pueden agrupar dentro de las siguientes categorias generales: genes de
enzimas de vias metabdlicas, membrana interna, membrana externa, periplasma,
reguladores transcripcionales,chaperonas y proteinas de choque térmico. De estas
categorias, las enzimas de vias metabdlicas es la mas extensa, consituida por 84 genes; 60
genes se clasifican como de membrana interna mientras que solamente 8 en membrana
externa; 40 genes correspondena reguladores transcripcionales; 9 genes que codifican para
proteinas de periplasma y 18 que son agrupados como chaperonas y proteinas de choque

térmico. La grafica 1 esquematiza esta informacion.

Transcripcion inducida por deoxicolato de sodio

M Vias metabdlicas

B Membrana interna

m Reguladores de la transcripcidn

M Proteinas de choque térmico y
chaperonas

M Proteinas de periplasma

B Membrana externa

Grafica 1.Categorias funcionalesde los genes inducidos por la presencia de deoxicolato de sodio al 5% y
porcentaje que corresponde a cada una del total de genes revelados en los experimentos de microarreglos.
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6.2 Salmonella Typhi experimenta un cambio metabdlico ante la presencia de

deoxicolato de sodio

Las sales biliares representan una condicion de estrés en la que posiblemente las células
bacterianas requieran regular su actividad metabdlica en ciertos procesos y favorecer otros.
Después de todo, las sales biliares reducen la tasa de replicacion de las bacterias tolerantes,
e inducen la expresion y sintesis de proteinas ymetabolitos secundarios
posiblementenecesarios en los mecanismos de resistencia. Adicionalmente, las bacterias
tienen que hacer frente y reparar los dafios que infringen estos agentes. Tomando esto en
consideracién, no es sorprendente que los datos de expresion transcripcional indiquen que
hay una clara diferencia en el nivel de expresion de genes de enzimas metabolicas entre
células que han sido expuestas a deoxicolato de sodio frente aquellas que no han sido

expuestas.

De acuerdo con estos experimentos de microarreglos, el deoxicolato de sodio induce la
expresion de alrededor de 33 enzimas que participan en la sintesis de metabolitos
secundarios tales como core y lipido A de lipopolisacarido, aminoglicésidos,
peptidoglicano, biotina, celulosa, protohemo IX, antigeno comun enterobacteriano (ECA) y
atibidticos. Un ejemplo notable de esta categoria son los geneswaaB (rfaB), waaQ (rfaQ),
waaY (rfaY) y waaG (rfaG)involucrados en catalizar distintos pasos en la biosintesis de

carbohidratos del core de LPS.

Numerosos genes de enzimas de vias del metabolismo central del carbonocomo glucdlsis,
ciclo de Krebs y fosforilacion oxidativa se ven inducidos en la exposicion a deoxicolato de
sodio. Parece notable resaltar la induccion de la expresion del complejo succinato
deshidrogenasa, del cual varias subunidades son registradas incluyendo sdhA, sdhH y
sdhC.Asimismo, el metabolismo general de carbohidratosse encuentra particularmente
activo y como ejemplos podemos citarla expresion de glgA y glgP, que codifican para
glucogeno fosforilasa y glucdgeno sintetasa, respectivamente, asi como de genes

involucrados en el transporte de carbohidratos.

Los genes de enzimas que participan en el metabolismo de aminoécidos son otro gurpo

funcional transcripcionalmente inducido por el deoxicolato de sodio. En esta lista se
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incluyen varias aminotransferasas como la aminotransferasa de aminoacidos ramificados
ilvE, la aminotransferasa de aminoacidos aromaticos tyrB, transaminasa de valina-piruvato

avtAy aminotransferasa de acetilornitina argD.

La grafica 2 presenta informacion sobre las vias metabolicas y el nimero de genes

inducidos.

Vias metabdlicas inducidas por deoxicolato de sodio

35
30
25
20
15

10

Numero de genes inducidos

Sintesis de Fosforilacion  Ciclo de Biosintesisde Glicdlisis Metabolismo Metabolismo
metabolitos  oxidativa Krebs aminoacidos de lipidos  de carbono
secundarios

Vias metabdlicas

Grafica 2. Principales vias metabdlicas inducidas por deoxicolato de sodio y el nimero de genes implicados
en cada una.

6.3 El deoxicolato de sodio estimula la expresion de decenas de reguladores de la

transcripcion

Alrededor de cuarenta genes de proteinas reguladoras de la transcripcion son expresados a
niveles mayores en presencia de deoxicolato de sodio que en ausencia. Como se muestra en
la grafica 3, si se clasifican estos reguladores en familias, al menos siete pertenecen a la
familia tipo LysR, convirtiendose en la familia de reguladores mas representada;la familia
GntR tiene al menos cuatro genes inducidos;la familia OmpR tiene por lo menos tres
miembros en esta lista y las las familias GalR/Lacl, TetR, LuxR/UhpA, XyIR, SymE y
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ArgP estan representadas con al menos un regulador. Se revelaron también genes de
reguladores transcripcionales hipotéticos..La tabla 3 muestra una lista de los genes de
factores transcripcionales que en estos experimentos de microarreglos fueron inducidos por
el deoxicolato de sodio al 5%.

Familias de reguladores transcripcionales inducidos por
deoxicolato de sodio

Hipotéticos, 20

GalR/Lacl, 1 gl .5 | m LuxR/UhpA, 1

Grafica 3. Principales familias de reguladores transcripcionales inducidos por deoxicolato de sodio y el
nimero de reguladores correspondientes a cada una.

Adicionalmente, alrededor de 20 genes son considerados como parte de un sistema de dos
componentes. Genes como basR, ompR, envZ, phoP son componentes de tales sistemas,

estando todos inducidos en la condicién evaluada.
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Tabla 3. Reguladores transcripcionales inducidos por deoxicolato de sodio al 5%

Gen Proteina Familia
ydhB Regulador transcripcional no caracterizado LvsR
tipo HTH ys
yhjC Regulador transcripcional no caracterizado
tipo HTH LySR
ynfL Regulador transcripcional no caracterizado
tipo HTH LySR
yjiE Regulador transcripcional YjiE LySR
yifA Regulador transcripcional HdfR LysR
yidZ Regulador transcripcional YidZ LySR
iciAlargP Regulador transcripcional tipo HTH ArgP LysR
IldR Putativa proteina reguladora del operén L- GntR
lactato deshidrogenasa
dgoR Represor transcripcional del operén GntR
galactonato
yncC Regulador transcripcional de 4cido GntR
colénico/biofilm
yheK Represor transcripcional NanR GntR
ompR Regulador transcripcional OmpR OmpR
arcA Proteina de control de respiracion aerobia OmpR
basR Proteina reguladora BasR OmpR
yihw Regulador transcripcional YihW DeoR
yjfQ Regulador transcripcional UlaR DeoR
crp Regulador transcripcional global activado CRP
por CAMP CRP
fr Proteina reguladora de la reduccion de CRP
fumarato y nitrato
sdiA Proteina reguladora SdiA LuxR
hilA Regulador transcripcional de isla de TPR
patogenicidad 1 HilA
metJ Represor Met MetJ
hilC/sprA/sirC Regulador transcripcional SirC AraC
zur Proteina reguladora del uptake de zinc FUR
fliA Factor sigma de RNA polimerasa FliA RNA poI Sigma 70
yceV Proteina de choque térmico HspQ
trpR Represor de operén Trp
phoP Regulador transcripcional PhoP
potA Regulador transcripcional del sistema de
transporte de fosfoglicerato PgtA
ginG Regulador transcripcional NtrC
xyIR Proteina reguladora del operén xilosa
argR Represor de arginina
cytR Represor transcripcional tipo HTH CytR
yjiw
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6.4La envoltura celular responde a la agresion de las sales biliares con una
reestructuracion de sus cuatroniveles — capsula, LPS, peptidoglicano y membrana
interna

Las sales biliares, al igual que cualquier otro agente exdgeno, entran en contacto con la
célula bacteriana por primera vez a través de la envoltura celular.No resulta sorprendente
que las estructuras que la componen sean capaces de responder a este estimulo,
sufriendo cambios en su composicion y estructura que acondicionen a la bacteria para
tolerar las acciones bactericidas de estos agentes.En los ensayos de microarreglos, estos
cambios se reflejan en incremento de la actividad transcripcional de genes cuyos
productos son elementos estructurales de membranas, o que intervienen en la sintesis de

éstos.

En la gréfica 1 se observa que las categorias correspondientes aproteinas de membrana
interna, proteinas de periplasma y proteinas de membrana externa representan en
conjunto el 35% de todos los genes inducidos por deoxicolato de sodio.Los genes de
proteinas membrana interna por si solos constituyen el 27% de la actividad
transcripcional gendmica inducida bajo esta condicion de cultivo. Esta categoria
estructural contempla 60 genes entre los que se encuentran en forma mayoritaria genes
de proteinas integrales de membrana interna, ademas de genes de proteinas asociadas a
la membrana interna.De manera interesante, los tres genes con niveles de expresién mas
altos inducidos por deoxicolato de sodio son codificantes para proteinas de membrana
interna: ytgA, yjiN y yjcH. Muchos de los genes de proteinas de membrana interna
detectados codifican para productos hipotéticos, de los que se conoce poco y no tienen
aun una funcién elucidada. En contraste, tanto las proteinas de membrana externa como
de espacio periplasmico comprenden cada una el 4% de los genes transcripcionalmente

activado, con nueve genes de membrana externa y nueve de proteinas del periplasma.

No obstante, los datos reportados en la grafica 1 para componentes de envolutra celular
se refieren Unicamente a genes de constituyentes proteicos que en la base de datos
DAVID solo hacen match con la palabra clave “cell membrane”. Esto deja fuera otros

genes de elementos de membrana o de las enzimas que los sintetizan (que hacen match
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con diferentes palabras clave), y que estan clasificados en alguna de las otras categorias
de la grafica 1. Si se toman en cuenta estos datos, la aproximacion de genes involucrados
con envoltura celular que son activados transcripcionalmente en deoxicolato de sodio
pasa de 78 a 124. La grafica 4 presenta el nimerode genes de envolutura celular en
categoria estructural o funcional, mientras que las tablas 4, 5y 6 enlistan los genes de

porinas, proteinas de transporte y permeasas,asi como de enzimas ancladas a membrana.

Elementos de envoltura celular inducidos por deoxicolato de sodio
al 5%

70
60
50
40

30

Numero de genes

20

10

Porinas Proteinas de Permeasas Proteinas de LPS Enzimas
transporte membrana ancladas a
interna membrana

Categoria

Grafica 4.NUmero de genes por categoria (porinas, proteinas de transporte, permeasas, proteinas de
membrana interna, LPS y enzimas de membrana) de elementos involucrados estructural o funcionalmente
con la envoltura celular que son inducidos por deoxicolato de sodio al 5%.
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Gen Enzima de membrana

flip Proteina de biosintesis flagelar FliP

yjcC Diguanilato ciclasa fosfodiesterasa

cyoC Subunidad I11 de citocromo o ubiquinol oxidasa
mrcA Murein transglicosilasa/transpeptidasa

atpB Subunidad A ATP sintasa

atpF Subunidad B ATP sintasa

atpH Subunidad delta ATP sintasa

hflB Metaloproteasa ATP dependiente

dgkA Diacilglicerol cinasa

besG Proteina de biosintesis de celulosa

wecF Polimerasa de ECA

yciM N-acetilglucosaminil transferasa

yebA Murein DD-endopeptidasa

sdhA Succinato deshidrogenasa subunidad flavoproteina
sdhD Succinato deshidrogenasa citocromo b556 subunidad pequefia
sdhC Succinato deshidrogenasa citocromo b556 subunidad
hemY Proteina de biogénesis de protohemo IX

Tabla 4. Genes que codifican para enzimas asociadas a membrana inducidos por deoxicolato de sodio al 5%.

Proteina de membrana externa

Gen

ompC Porina OmpC

ompA Porina OmpA

ompF Porina OmpF

lamB Maltoporina

stcC Proteina usher fimbrial

ybdG Proteina de canal mecanosensible

prgK Lipoproteina de sistema de transporte
yraM Activador de proteina de union a penicilina

Tabla 5. Genes que codifican para proteinas de membrana externa inducidos por deoxicolato de sodio al 5%.
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Tabla 6. Transportadores y permeasas cuya expresion es incrementada por deoxicolato de sodio al 5%

Gen Transportador/permeasa

nanT Transportador de acido sialico

yedA Exportador de aminoacidos

yrbE Permeasa de transportador ABC

nupG Transportador de nucledsidos

metl Permeasa de transportador ABC de DL-
metionina Metl

CycA Permeasa de D-alanina/glicina/serina

pstC Permeasa de transportador ABC de

fosfato PstC
Simportador de galactésido de sodio

yieG Permeasa de xantina/uracilo

ygdQ Proteina transportadora integral de
membrana

oppB Permeasa de transportador ABC de
oligopéptidos OppB

ybdA Exportador de enterobactina EntS

yhjV Proteina de transporte de familia
HAAAP

shmA Transportador de superfamilia ABC

yhjE Proteina de transporte de familia MFS

STM3792 Permeasa de L-fucosa

uhpT Proteina de transporte de hexosa fosfato

ygiE Transportador de zinc ZupT

yjid Transportador de azlcares

dcuA Transportador C-4 dicarboxilato
anaerobio

Es posible que el lipopolisacarido enterobacteniano responda al reto de las sales biliares
con modificaciones estructurales debido a: la induccion de los genes waaQ, waaG, waaB y
waay, involucrados en la biogenesis del core de lipopolisacarido; del gen IpxB que sintetiza
un precursor del lipido A que ancla el LPS a la membrana celular externa; y el incremento
de actividad de wecF, involucrado en la biosintesis del antigeno comdn enterobacteriano
(ECA).
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6.5 EI deoxicolato de sodio reprime la transcripcion de genes capsulares,

flagelares,de sintesis de cardiolipina y de fagos

Entendiéndose al deoxicolato de sodio como una sefial ambiental que influye la
expresion génetica de Salmonella Typhi, hay genes que son reprimidos cuando esta bacteria
crece en contacto con esta sal biliar. Es probable que los genes reprimidos por las sales
biliares codifiquen para productos prescindibles para la vida en esta condicién, 0 mas adn,

que representen una desventaja para la supervivencia.
Los genes mas reprimidos en estos estudios transcripcionales estan enlistados en la tabla 7.

Tabla 7. Loci més reprimidos por deoxicolato de sodio

Locus Z-score
tviA — proteina de biosintesis de polisacérido Vi -4.5
STM2903 — proteina citoplasmica putativa -3.9
cls — sintetasa de cardiolipina -3.29
STY1068 — proteina putativa de bacteriéfago -3.59
STY1635 -—proteina putativa ensambladora de -3.61
baseplate de bacteri6fago
STY4666-integrasa de fago -3.18
fliC — flagelina -3.04
mogA — proteina de biosintesis de cofactor de -3.41
molibdneno
STY2057 — proteina hipotética -3.5
ychM- transportador hipotético de sulfatos YchM -3.3
STY1057 — proteina putativa de bacteriéfago -3.0
STY1592 — proteina hipotética -3.5
STY1068 — proteina putativa de bacteriéfago -3.49
stfD — chaperona fimbrial periplasmica putativa -3.27

El gen mas reprimido en 5% deoxicolato de sodio de acuerdo a Z-score es tviA, proteina de
biosintesis del polisacarido capsular Vi. De manera notable, cinco de los quince elementos

en la tabla 7 corresponden a proteinas originarias de bacteriéfago.
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6.6La actividad transcripcional de reguladores esenciales para la tolerancia a

deoxicolato de sodio no es necesariamente inducida por la presencia de esta sal biliar

Previamente, en nuestro grupo de trabajo se evalud el crecimiento en deoxicolato de sodio
al 5% de una coleccion de mutantes de Salmonella Typhi deficientes de manera
independiente en diversos reguladores transcripcionales, con la finalidad de determinar

reguladores implicados en la resistencia de esta bacteria al deoxicolato de sodio.

Los resultados demistraron que S. Typhi es incapaz de crecer en medio LB con 5%
de deoxicolato de sodio cuandose ha mutado alguno de los genes luxS, soxR, fis, arcA,

crpofur, que son codificantes para reguladores de la transcripcion (datos no publicados).

Por lo tanto, se decidi6 evaluar si la presencia de deoxicolato de sodio inducia la expresion
de dichos reguladores de la transcripcion. Estos experimentos fueron llevados a cabo
clonando la region reguladora de los genes de reguladores de transcripcion mencionados a
la regién codificante del gen reportero cloranfenicol acetil transferasa (CAT) en el vector
plasmidico pKK232-8. Las cepas transformadas con estas construcciones (tabla 2) fueron
cultivadas en medio LB y LB con 5% deoxicolato de sodio. Las muestras fueron tomadas y

procesadas como se describe en la seccion 5.7.

Para la mayoria de estas construcciones, los resultados experimentales no mostraron datos
contundentes de que la actividad transcripcional medida por la actividad especifica CAT
estuviera estimulada por la presencia de deoxicolato de sodio en el medio de cultivo, es
decir, el deoxicolato de sodio no estimula la regién reguladora de los genes de factores
transcripcionales evaluados bajo las condiciones ensayadas.
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6.7 Perfil proteémico de S. Typhi en deoxicolato de sodio

Para observar el perfil de expresién proteica en condiciones de presencia y ausencia de
deoxicolato de sodio, se realizd la extraccion de proteinas totales de cultivos
correspondientes y se sometieron a electroforesis de dos dimensiones en gel de

poliacrilamida.

La examinacion del gel en la figura 3 muestra diez spots que son expresados de forma
diferenciada entre ambos cultivos. Los spots 1,3,4 y 6 se encontraban ausentes o
disminuidas en presencia de deoxicolato de sodio, indicativo de una regulacion negativa
causada por la sal biliar. Por el contrario, los spots 2,5 y 10 son mas abundantes en
deoxicolato de sodio, sugiriendo un posible requerimiento de estas proteinas en la
tolerancia a este agente. En la tabla 8 se retne informacion sobre las proteinas identificadas.

MW DOC
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Figura 3. Proteinas expresadas diferencialmente en cultivos de S. Typhi en LB y LB + 5% DOC. A) 2-D
PAGE de extracto de proteinas totales de cultivos en DOC (izquiera) y LB (derecha). B) Acercamiento de
spots con expresion diferencial.

Tabla 8. Proteinas identificadas en extractos totales de cultivos de S. Typhien LB y LB DOC 5%

SPO PROTEINA GEN COBERT ABUNDA DO ORGANISM  NUMERODE PIl. MW
T URA DE NCIA C (0] ACCESO
SECUEN  (LB/DOC)
CIA (%)
1 glycerol-3-phosphate glpD 34 242.3/49.1 - S. Gallinarum  WP_00167500 6.37 57104
dehydrogenase 5)
2 fructose-bisphosphate fbaB 67 19.9/151.9 + S. enterica WP_07991797 5,50 33679
aldolase 7
3 alpha-hydroxy-acid 1ldD 55 354.7/84.8 - S. Typhi WP_00058702  6.25 42960
oxidizing enzyme 7
4 acetate kinase, partial ackA 35 499.6/135.8 - S. enterica WP_07995237  5.83 39648
1
5 cysteine synthase A cysK 54 81.9/733.8 + S.Onderstepoort ~ WP_08854615  5.82 34601
7
6 heat shock protein 90 htpG 21 71.3/0 - S. CQC73546.1 519 71370
Typhimurium
7 tRNA uridine 5-  mnmG 24 - S. Montevideo EHC73148 558 58692
carboxymethylaminomet
hyl modification enzyme
GidA
10 Fatty acid oxidation fadB 29 61/267.1 + S. Typhi WP_050181376  6.09 79929

complex subunit alpha

Tomando en cuenta la cantidad de genes de enzimas revelados por microarreglos, no

resulta sorprendente que la mayoria de las proteinas identificadas en este gel correspondan

a esta categoria. Asimismo, tres de estas proteinas son los productos de genes que fueron

detectaron en esos experimentos: glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (glpD), acetato cinasa
(ackA), y cistein sintetasa (STY2666).
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6.8La membrana interna es un sitio activo de rearreglo proteico en la exposicion al
deoxicolato de sodio

De acuerdo con los experimentos de microarreglos, la membrana intera de S. Typhi es de
los sitios celulares mas activos ante la exposicion al deoxicolato de sodio. A esta
conclusion se llega considerando el nimero de genes de proteinas de membrana interna que
inducen su expresion ante esta sal biliar (Graficas 1 y 4) , siendo ademas algunos de estos
los genes con z-score mas elevado de estos experimentos. Teniendo esto en cuenta, se
realiz6 una extraccion de proteinas de membrana interna de cultivos en medio LB y LB
adicionado con 5% DOC,los extractos fueron sometidos a electroforesis de dos

dimensiones en geles de poliacrilamida. Los geles se muestran en la figura 4.

DOC

Figura 4. El deoxicolato de sodio al 5% induce expresion diferenciada de proteinas en membrana interna. 2-
D PAGE de extractos de membrana interna de cultivos en LB + 5% DOC (izquierda) y LB (derecha).
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Se encontraron59 spots de proteinas en los extractos de membrana interna que se expresan

de modo diferencial en funcion de la presencia o ausencia de deoxicolato de sodio al 5% en

el medio de cultivo (Figura 4). De éstas, se seleccionaron 20 spots para identificacion. La

tabla 9 presenta informacion sobre las proteinas identificadas seleccionadas.

Tabla 9. Proteinas con expresion diferencial identificadas en extractos de membrana interna de cultivos de S.
Typhien LB y LB adicionado con 5% DOC.

Spot Proteina Cobertura  Abundancia  Expresion  Organismo NUmero de Acceso p.i. MW
de (LB/DOC) en DOC (kDa)
secuencia
(%)

3 ATP sintasa subunidad B 0/402.8 + S.enterica CDF56136.1 53 149

5 Terminador/antiterminado 32.1/126.1 + S.enterica  WP_084543818.1 5.88 205
r NusG

8 FOF1 ATP sintasa 430.9/2849. + S.enterica  WP_065311577.1 6 15.7
subunidad B 6

9 Succinato deshidrogenasa 34 182.4/630.2 + S. Anatum  AOA2T8M534_SALA 585 64
subunidad flavoproteina N

11 OmpR 46 27.6/74.6 + S.enterica  AOA241S875_SALER 5.65 27

12 Proteina no caracterizada 48 + S.enterica  Q8Z5X6_SALTI 24
YebE

14 Deshidrogenasa de cadena 79.1/413.1 + S.enterica  ELN65997.1 537 274
corta, parcial

17 PhoP 43 S.enterica  PHOP_SALTI 26

19 Oxidorreductasa UcpA 0/24.6 + S.enterica  WP_079815776.1 496 27.9

20 Pirofosfocinasa parcial de 93.2/111.8 + S.enterica  WP_000596756.1 5.05 339
ribosafosfato

21 Acetil-CoA  carboxilasa S.enterica  KNB36849.1 511 29.6
subunidad alfa parcial

24 Proteina  de gancho 430.5/0 - S.enterica  WP_000010563.1 475 422
flagelar FIgE

25 Flagelina FIiC 3350/148.8 - S.enterica  WP_020438185.1 483 533

28 Flagelina parcial fase 1 179.3/0 - S.enterica  ABJ99878.1 475 47

29 Flagelina familia 430.8/0 - S.enterica  WP_000079784.1 473 53
FIiC/FIjB

32 Transposasa putativa VirE 362.2/0 - S.enterica  WP_047606251.1 468 85.9

34 Flagelina parcial fase 1 1110.9/0 - S.enterica  AAK20804.1 469 53

35 Flagelina parcial 288.7/0 - S.enterica  WP_079916975.1 466 417

44 Succinato deshidrogenasa 4391.5/859. + S.enterica  WP_080161761.1 54 65
subunidad flavoproteina 7

57 Malato deshidrogenasa 54 S. Anatum  AOA2T8MFA1_SAL 32

AN

6.9La eliminacion de distintos fragmentos del genoma de S. Typhi producen diferentes
comportamientos ante el deoxicolato de sodio
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Con el proposito de determinar qué regiones del genoma de S. Typhi contienen genes que
son requeridos para la tolerancia y crecimiento en sales biliares, las cepas mutantes con
deleciones genomicas enlistadas en la tabla 1 fueron cultivadas en condiciones de
deoxicolato de sodio al 5%.Los resultados resumidos en la tabla 10 y las curvas ilustradas
en las figuras 5 y 6 indican la existencia de cuatro patrones o grupos de crecimiento. Las
cepas clasificadas como “sin fenotipo” crecen de manera paralela con la cepa silvestre
(0.D.595 = 1.0); las cepas medianamente sensibles alcanzan O.D.595 de hasta 0.6; las
cepas sensibles no sobrepasan O.D.595 de 0.2 y la cepa hiperresistente crece a 0.D.595 =
1.5.

Tabla 10.Grupos de crecimiento en cultivo con DOC al 5% observados en cepas con deleciones de

fragmentos gendmicos.

Grupo Cepas

Sin fenotipo AF25, AF22, AF41, AF46, AF52, AFS5, AF64, AF54
Medianamente sensible AF1, AF31, AF40,AFA2,AF43,AF47, AF59

Sensible AF2, AF4,AF14, AF17, AF18, AF19, AF20, AF24,

AF28, AF29, AF38, AF73, AF78, AF95, AF107,
AF112, AF114

Hiperresistente AF23

El nimero de genes contenidos en los fragmentos eliminados en las cepas que son
sensibles y medianamente sensibles a deoxicolato de sodio es de 790. Todos estos genes
son potencialmente requeridos para contender con las sales biliareshasta que se esclarezca
cuéles genes son especificamente responsables del fenotipo descrito para la mutante en el

fragmento correspondiente.

De esta observacion se sugiere que los elementos genéticos que median la resistencia a
sales biliares estdn ampliamente distribuidos en el genoma y que sus papeles pueden

resultar redundantes.
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Figura5.Curvas de crecimiento de cepas mutantes de S. Typhi con deleciones de fragmentos gendémicos vs la
cepa silvestre (WT) A)Mutantes en los fragmentos 1-25 menos 22 y 23; B)Cepas mutantes en los fragmentos
22, 23, 28-44; C) Fragmentos 45-95; D)Cepas mutantes en los fragmentos 107,112 y 114,
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6.10 La delecion del fragmento 23 produce una cepa de S. Typhi hiperresistente a

deoxicolato de sodio

La proliferacion de la mutante F23 en medio LB con 5% deoxicolato de sodio es superior
no solamente a las otras mutantes, sino también a la cepa silvestre (Figura 5, B). Para
comprobar que este comportamiento proliferativo sucede solo en presencia de deoxicolato
de sodio, se hizo un ensayo de crecimiento de la mutante en medio LB y se comparé con el
crecimiento de la cepa silvestre en el mismo medio (Figura 6, B). De esta curva se puede

observar que el crecimiento de la mutante F23 en medio LB no es distinto que la cepa WT.
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Figura 6. La cepa mutante en el fragmento 23 solamente muestra proliferacion acelerada en deoxicolato de
sodio y no en medio LB. A) Curva de crecimiento dela cepa deficiente en el fragmento 23 vs cepa WT en
medio LB, no hay diferencia en el crecimiento; B) Curva de crecimiento de la mutante en el fragmento 23 vs
cepa WT en medio LB + 7.5% DOC, la mutante tolera mejor la sal biliar y prolifera mejor que la silvestre.

Sin embargo, cuando se ensayo simultdneamente la capacidad de crecimiento de la mutante
F23 y la cepa silvestre en medio LB adicionado con deoxicolato de sodio al 7.5% (curva 7
fig B), la cepa AF23 resulto ser nuevamente mas resistente que la silvestre. A las 12 horas
la mutante F23 registrd una densidad Optica del cultivo cercana a 0.9, mientras que al

mismo tiempo el cultivo de la cepa silvestre estaba a una densidad oOptica de 0.3.
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El fenotipo hiperresistente observado en la cepa AF23 es debido a la remocion del
gen asmA contenido en este fragmento. Se ha reportado previamente la hiperresistencia a
deoxicolato de sodio de mutantes en el gen asmA, que codifica para la proteina de
membrana externa AsmA, ante el deoxicolato de sodio (101).

7. Discusién

A diferencia de las células de organismos pluricelulares que se encuentran formando parte
de tejidos en un medio interno de condiciones fisioldgicasreguladas, las células
bacterianasestan expuestasa cambios bruscosen las condiciones ambientales que las rodean,
ya sea en el medio externo o en el interior de un organismo hospedero, donde existen
barreras quimico-fisicas y mecanismos de inmunidad inespecificadestinados a impedir la
colonizacion por microorganismos patdgenos y el establecimiento de infecciones. Para
contender con tales hostilidades, las bacterias deben contar con los recursos genéticos que
les permitan tolerar, adaptarse y proliferar en estas condiciones. ParaSalmonellaTyphi,
agente etioldgico de la fiebre tifoidea, una de las presiones de seleccion mas importantes
que enfrenta en su ciclo de vida dentro del hospedero humano es la presencia de bilis.En
este trabajo sedescriben elementos genéticos que este patdgeno puede tener a su disposicion
para sobrellevar los efectos bactericidas del deoxicolato de sodio - la sal biliar humana mas

abundante.

Los estudios transcriptémicos de este trabajo proveen informacion sobre el tipo de perfil de
expresion gendmico al que S. Typhi puede recurrir cuando es obligada a crecer en la matriz
de un ambiente que contiene sales biliares. Los factores de transcripcion son una de las
categorias mas relevantes en las que se observa un cambio de expresion inducible por
deoxicolato de sodio (gréafica 1),esto podria justificarse tentativamente con la idea de que la
resistencia a bilis es un fendmeno complejo que involucra la respuesta de diversas
estructuras celulares, vias de sefializacidn y rutas metabolicas, y que talescambios deben ser

orquestrados por un variado repertorio de reguladores de la transcripcion.

Entre aquellos genes de reguladores en los que se observé respuesta transcripcional positiva

al deoxicolato de sodio esta ompR,cuyo producto OmpR es requerido para activar la
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transcripcion de los genes de las porinas OmpC y OmpF, la primera de las cuales es
indispensable para la tolerancia a la sal biliar (83). La induccién de la expresion de los
genes envZ y yqgjB (mzrA) resulta evidencia complementaria al papel de OmpR en este
fendmeno, puesto queMzrA modula la actividad de EnvZ, y a su vez la histidin cinasa
EnvZfosforila OmpR (88), siendo el estado fosforilado de Omp- (OmpR-P) el principal

regulador de la expresion de proteinas de membrana externa (89).

Asimismo, se detectd que el gen phoP es expresado a nivel transcripcional (tabla 3) y
traduccional (tabla9), corroborando lo descrito en investigaciones anteriores (65,72). Se
sabe que la delecion del gen phoPresulta en un fenotipo sensible a deoxicolato de sodio
(65), y se especula que el regulon del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ contribuya a
la supervivencia en sales biliares al provocar remodelacion del lipido A en el LPS (64,
66).Ademas, este sistema de dos componentes regula la expresién de ciertos genes de

metabolismo central y respiracion (65, 70).

Adicionalmente, la observacién de que la transcripcion de los genesarcA,sdiA,crp, y fnr es
estimulada por la presencia de deoxicolato de sodio en el medio de cultivo (tabla
3)complementa los resultados obtenidos por nuestro grupoque demuestran que cepas
mutantes en estos mismos genes(en adicion a fur, soxR y fis)tienen un fenotipo sensible al
deoxicolato (datos no publicados). Lo anterior sugiere fuertemente que los reguladores
transcripcionales ArcA, SdiA, Crp y fnr son estimulados directa o indirectamente por la sal
biliar, y que sus regulones podrian estar implicados en mecanismos que llevan a Salmonella
Typhi a sobrevivir y replicarse en su presencia. No obstante, la determinacion de la
actividad transcripcional del gen reportero CAT de fusiones transcripcionales a las regiones
reguladoras de arcA, crp, fur,luxS, soxR y fis realizadas en este trabajo no presentan

evidencia que sustente la idea de que el deoxicolato de sodio estimule su transcripcion.

En este estudio se reportd que BasR es uno de los reguladores queresponde a deoxicolato
de sodio incrementando su nivel de transcripcion (tabla 3),lo cual concuerda con un estudio
similar en Escherichia colien donde se determind que también las sales biliares inducen
expresion del locus basRen ese microorganismo (90).El producto traduccional BasR regula
la expresion del operén amBCADTEFD,cuyos miembros son responsables de la sintesis y

transferencia de 4-amino-4-deoxi L-arabinosa (L-ara4N)al lipido A (91).Esta modificacion
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resulta en resistencia incrementada a péptidos cationicos antimicrobianos (CAMPS), como
las polimixinas, en particular polimixina B (PMB) (90). Sin embargo,aunque la
incorporacion de L-ara4N al lipido A es esencial para tolerar PMB en E. coli y Salmonella,

no confiere resistencia a las sales biliares (65).

Se puede argumentar, entonces, que a pesar de quebasR es activado por el deoxicolato de
sodio,no es transcrito con la finalidad de contender con éste sino con otra presion de
seleccion que coexiste junto a la bilis en el mismo ambiente en el tracto digestivo del
hospedero: la polimixina B. De esta forma, S. Typhi podria utilizar a las sales biliares como
sefiales ambientales que le permiten echar activar mecanismos para contender con retos que

encuentra de manera simultanea a la bilis.

Es probable que los elementos de envoltura celular sean los que tengan un papel mejor
esclarecido en la tolerancia a sales biliares.Después de todo, las estructuras que la
componen entran en contacto directo con la bilis y sirven de barrera directa ante sus
componentes. El dafio a las membranas es uno de los principales efectos perniciosos de las
sales biliares (49), y mantener su integridad es critica para la supervivencia.En este trabajo
se presenta evidencia de que ante la exposicion a deoxicolato de sodio la envoltura celular
de S. Typhi experimenta cambios en sus componentes estructurales que resultan en un

estado adaptado y resistente a este agente.

Los ensayos de microarreglos muestran que entre las proteinas de membrana externa que
son expresadas por deoxicolato de sodio al 5% se encuentran las porinas OmpC y OmpF
(tabla 5).Esto podria resultar contradictorio con reportes previos, en los que se determiné
que OmpC y OmpF son reprimidas por deoxicolato de sodio a la misma concentracion (64)
0 en presencia de bilis (92). La justificacion que plantean estos autores consiste en que una
menor expresion de estas porinas resultaria en una disminucion de la cantidad de sales
biliares que son internalizadas hacia el citosol (64). No obstante, OmpC juega un papel
fundamental en la tolerancia a deoxicolato de sodio; se sabe que cepas de S. Typhi mutantes
en ompCson sensibles a esta sal biliar (83). Respaldando a esta afirmacion, estudios de la
cascada de regulacion de ompC en S. Typhi han demostrado que la perturbacién de genes
de elementos reguladores de ompC producen fenotipos intolerantes a deoxicolato de sodio,

acompafados de perfiles de porinas modificados. Tal es el caso del regulador maestro de

56



las porinas OmpR, que es regulado a su vez por el regulador tipo LysR LtrR (STY0036);
las cepas mutantes AOmpRY AltrRno crecen en medio LB suplementado con deoxicolato de
sodio al 5% y sus perfiles de porinas en medio LB muestran ausencia de OmpC y OmpF
(83). LtrR es necesario para la correcta sintesis de todas las isoformas de OmpC en
cantidades adecuadas.

La regulacion de las porinas, sin embargo, es ain mas fina. El sistema CRISPR-Cas, que
originalmente es asociado con funcién inmunoldgica en bacterias frente a invasiones por
bacteri6fagos, funge como regulador de proteinas de membrana externa en Salmonella
Typhi. Se trata de una regulacion indirecta a través de OmpR, que culmina con la expresion
de OmpC y OmpF. Por lo tanto, las mutantes en el sistema CRISPR-Cas son sensibles al
deoxicolato de sodio al 5% y no exhiben las porinas OmpC y OmpF en su membrana (datos

no publicados).

El lipopolisacarido (LPS) enterobacteriano es un prominente componente de la envoltura
celular.Es un glicolipido complejo que puede dividirse estructuralmente en tres porciones:
el lipido A es el componente hidrofébico que ancla el resto de la estructura a la membrana
externa y que a su vez esta ligado al oligosacarido corecompuesto de residuos de azlicar no
repetitivos. La parte mas distal del LPS estd constituida por el antigeno O, una cadena
polisacarida compuesta de unidades de oligosacéarido repetidas (93). EI empaquetamiento
estrecho entre moléculas de LPS en la superficie celular sirve como una efectiva barrera

fisicaimpermeable a muchos compuestos tdxicos (93).

En relacion a la interaccion con sales biliares, el papel protector del LPS queda demostrado
en E. coli, donde mutantes en el gen waaQson hipersensibles a agentes hidrofobicos,
incluyendo bilis, dodecil sulfato de sodio (SDS) y novobiocina (94). Los genes del cluster
waacodifican enzimas que sintetizan los constituyentes del oligosacarido core que
tipicamente contiene residuos de acido 3-deoxi-D-mano-octulosonico (Kdo), heptosa (Hep),
glucosa (Glc), galactosa (Gal) y sustituyentes fosfato. WaaF y WaaC adicionan de manera
secuencial Hep a Kdo.-Lipido A; WaaP y WaaY adicionan grupos fosfato al primer y
segundo rediduos de Hep. Mientras, WaaQ afiade la tercer Hep al segundo residuo Hep,
mismo residuo al que WaaG le adhiere el primer residuo Glc; WaaB adiciona un residuo

Gal al primer residuo Glc, mientras que WaaO y WaaR afiaden el segundo y tercer residuo
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Glc al primero y finalmente WaaU adiciona el cuarto residuo Hep al tercer residuo Glc (94).
En nuestros estudios transcripcionales se registra que varios genes de este cldster muestran
un incremento en actividad transcripcional cuando S. Typhi es cultivada en presencia de
deoxicolato de sodio al 5% - waaQ, waaG, waaB y waaY. Analogamente, en un ensayo
donde se evalud la esencialidad de cada gen del genoma de S. Typhi de un banco de
mutantes por insercion transposomicase reportdé que de los diez genes waapresentes en S.
Typhi,ocho fueron requeridos para el crecimiento en presencia de hiel de buey y los dos
restantes fueron esenciales.Sus mutantes desprovistas de waal, waaK y waal mostraron la
diferencia mas grande en el nimero de inserciones entre cultivos en presencia y ausencia de
bilis (72).

La esencialidad de los genes waa en la supervivencia en sales biliares puede sugerir
que el LPS podria encontrarse un estado dindmico de constante renovacién mientras la
exposicion a estas sustancias continle, y que por lo tanto la célula necesite de niveles de

expresion elevados en estos genes.

Adicionalmente, en este trabajo se reporta que el gen IpxB que codifica para sintetasa de
disacarido de lipido A -un intermediario en la sintesis de lipido A del lipopolisacarido- es
transcripcionalmente activado por deoxicolato de sodio al 5%. Nuevamente, esta actividad
transcripcional podria interpretarse como un mecanismo de reparacion del LPS ante los
efectos perniciosos del deoxicolato de sodio.Sin embargo, también se registra el mismo
efecto para el gen yciM (tabla 4), que modula la produccién de LPS a través de la inhibicion
de LpxC, otra enzima de la via biosintética de lipido A. Inactivacion de yciM resulta una
sobreproduccion de LPS y muerte celular de E. coli (95),esto nos puede llevar a hipotetizar
que aun en un estado de estrés de envoltura celular en el que se necesita un acelerado
recambio de estructuras expuestas a dafio, se requiere de mecanismos que regulen la

biosintesis de los mismos.

Otro componente de la membrana externa que estd implicado en mediar la tolerancia a la
bilis es el antigeno comin enterobacteriano (ECA), que es un glicolipido presente en la
capa externa de la membrana cuyas cadenas de polisacarido consisten en unidades lineales
repetitivas de un trisacarido compuesto de 4-acetamido-4,6-dideoxi-D-galactosa (Fuc4Nac),

acido N-acetil-D-manosaminurénico (ManNAcA) y N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc)
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(96). El ECA esta presente en todas las membranas de bacterias Gram-negativas y tiene una
estrecha relacion estructural con el LPS (95, 96) y cuya sintesis esta mediada por los genes

del cluster wec (96).

Se ha demostrado que en Salmonella Typhimurium mutantes en los genes wecD y wecAno
crecen en deoxicolato de sodio como consecuencia de la ausencia de ECA (69). Nuestros
ensayos de microarreglos en S. Typhiinforman que el gen wecF, miembro de este cluster de
biosintesis de ECA es activado transcripcionalmente en presencia de deoxicolato de sodio
al 5% (tabla 4), sugiriendo que la integridad de ECA puede verse afectada por deoxicolato,
y quesu reparacion podria ser requerida para mantener la integridad de la membrana

externa ante las sales biliares.

El dafio a ECA provocado por las sales biliares puede ofrecer una explicacion a otro
fendmeno observado en Salmonella Typhi cuando es crecida en un medio con sales biliares,
ya queen este estudio mostramos queel deoxicolato de sodio ejerce un efecto negativo en la
sintesis de proteinas flagelares, al estar considerablemente reducidas en LB adicionado con
5% DOC en comparacion con el extracto proveniente de medio LB (Figura 5,Tabla 9). La
regulacién negativa de flagelos y la pérdida de motilidad en Salmonella spp. como
consecuencia de la interaccion con sales biliares se ha documentado anteriormente (97).
EnSerratia marcescensse identific una relacion directaentre alteraciones estructurales de
ECA y la pérdida de estructuras flagelares como consecuencia dela represion de flnDC, el
operdn que codifica para el regulador maestro de la cascadade biogénesis flagelar. Esta

represion es mediada través del sistema Rcs (regulator of capsule synthesis) (96).

Sin embargo, el ECA no es el Unico elemento de envoltura celular que induce un arresto a
la sintesis flagelar via activacion de Rcs cuando es dafiadoSporig et al(98)comprobaron que
mutantes de S. Typhimurium con LPS truncado exhiben defectos de motilidad originados
por represion de genes flagelares por el sistemaRcs. Las mutaciones que generaron el
fenotipo de LPS truncado en ese estudio corresponden a Awaal, AwaaG y AwaaD, del
cluster waadiscutido anteriormente. De esta manera, el fenotipo aflagelar que se observa en
S. Typhi cuando ha sido expuesta a las sales biliares parece ser la consecuencia de sefiales
desencadenadas por estrés en la envoltura celular, probablemente bajo la ldgica de

conservacion energética en ambientes hostiles donde la bacteria debe centrar sus esfuerzos
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en adaptarse y sobrevivir. Sin embargo, también puede concebirse como una estrategia para
pasar desapercibida por el sistema inmunologico del hospedero, en cuyo caso constituiria
un ejemplo mas del uso de sales biliares como sefiales que desencadenan reacciones
fisiologicas destinadas a la adaptacion de la bacteria al ambiente dentro de su hospedero
97).

Una proporcion considerable de los genes que son activados por deoxicolato de sodio son
codificantes para proteinas que se ubican en una localizacion celular especifica: la
membrana interna (Grafica 1).Considerando que las proteinas embebidas en la membrana
interna pueden constituir ~20-30% del proteoma de las bacterias Gram-negativas (99), esta
proporcion tiene sentido. Esto se puede traducir en un gran potencial de respuesta y

plasticidad ante fendmenos que comprometan el equilibrio entre la célula y su entorno.

No resulta sorprendente que durante un proceso de agresion a la envoltura celular como es
la exposicion a sales biliares se requiera de la participacion activa de elementos proteicos
en las membranas, de los cuales la membrana interna posee mayor nimero y diversidad en
comparacién con la membrana externa (100).Algunas de las proteinas de membrana interna
que revelan los analisis transcripcionales en este estudiotienenfunciones predichas, entre las
qguedominan los transportadorescomo yrbE(transportador de fosfolipidos),0 nupG
(transportador de nucleosidos). Estos transportadores de membrana interna pueden proveer
informacion sobre el estado de la actividad metabdlica en el cultivo con deoxicolato de
sodio y sobre posibles mecanismos involucrados en la tolerancia a la sal biliar, segun el tipo
de especies quimicas que transporten. Por ejemplo,yrbE (mlaE) estd involucrado en el
transporte retrogrado de fosfolipidos desde la membrana externa hacia la membrana interna
con la finalidad de mantener la asimetria entre las membranas. La expresién incrementada
de este gen en cultivo con deoxicolato de sodio podria sugerir que se requiere de
mecanismos que aseguren que durante el recambio de moléculas dafiadas de LPS se
mantenga esta asimetria y que no incremente la proporcion de moléculas de fosfolipidos en

la hoja externa, manteniendo una barrera continua de LPS.

Sin embargo, la mayoria de estos genes de membrana interna son considerados como
codificantes para proteinas hipotéticas, que no estan caracterizadas y cuya funcion es adn

desconocida.Dentro de este contexto resulta relevante mencionar que la membrana interna
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es un sitio critico para la mediacion de la respuesta celular de las bacterias a estimulos del
ambiente.En ella se localizan proteinas involucradas en la transduccion de sefiales como las
histidin cinasas de sistemas de respuesta de dos componentes, que detectan cambios en el
ambiente e inician mecanismos de relevo de sefiales, que culminan con una respuesta
fisiolégica normalmente adaptativa ante la sefial externa. Suponer que algunas de las
proteinashipotéticas y no caracterizadas de membrana citoplasmica que se expresan en
funcién de la presencia de deoxicolato de sodio puedan tener un papel en la transduccion de
sefiales desencadenadas por el contacto de las sales biliares con la membrana es posible, y
establecer tales funciones podria resultar de utilidad en la comprensién de este fenémeno.

Con la intencién de observar el patron diferencial de expresion proteica ocasionado por
deoxicolato de sodio a nivel de membrana internapredicho por los anélisis transcripcionales,
se llevd a cabo un protocolo de purificacién de proteinas que permita obtener algunas
proteinas de la membrana citosOlica. Este estudio reveld cerca de 60 proteinas cuya
expresion esta condicionada por deoxicolato de sodio a la concentracion de 5%, visibles en
la figura 5. La identificacion de las proteinas seleccionadas(tabla 9) muestra que algunos de
los casos de regulacion por deoxicolato de sodio mas contundentes corresponden por un
ladoa proteinas flagelares — que como ya se ha mencionado son reprimidas por esta sal
biliar — y por otro, a enzimas de metabolismo central como subunidades delos complejos
succinato deshidrogenasa y ATP sintasa, malato deshidrogenasa y acetil-CoA carboxilasa,

de expresion inducida por deoxicolato de sodio.

Parece conveniente resaltar que la incrementada expresion de subunidades del complejo
succinato deshidrogenasa por la presencia de deoxicolato de sodiofue detectada también
por los experimentos de microarreglos (sdhA, sdhH y sdhC) y que la identificacién de
subunidades de este complejo enzimatico en el extracto de membrana interna confirma que
los genes se expresan y traducen. Paralelamente, los genes de las subunidades de ATP
sintasa (atpB, atpF, atpH, atpA) también experimentan actividad transcripcional
incrementada por deoxicolato de sodio de acuerdo con los datos de microarreglos.Los
productos de estos genes fueron también hallados en el extracto proteico. Este cambio en la
expresion de ATP sintasa puede explicarse como un esfuerzo de S. Typhi para producir una

mayor cantidad de energia en forma de ATP que pueda ser invertida en el
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acondicionamiento de la célula en estas condiciones, y cubrir el gasto energético que
representa sintetizar porinas, bombas de expulsion, LPS, ECA y mecanismos de reparacion

de material genético.

Otras proteinas identificadas en el extracto fueron PhoP, OmpR, y YebE. La induccion de
las primeras dos confirmodatos transcripcionales de este trabajo. Evidencia experimental de
otros estudios demuestran que mutantes de fenotipos sensibles a deoxicolato de sodioy son
reguladores de respuesta de sistemas de dos componentes, mientras que YebE es una

proteina de membrana interna de funcién adn no esclarecida.

En Salmonella Typhi, la red de elementos genéticos responsables de la reaccion celular al
deoxicolato de sodio es ampliay compleja. Esta afirmacion queda ilustrada al analizar el
numero, tipo y distribucion de genes potencialmente involucrados en este fendmeno
bioldgico, que sugieren los resultados de la evaluacion de crecimiento de las cepas
mutantes enlistadas en la tabla 1 en medio adicionado con 5% deoxicolato de sodio.El
crecimiento en este experimento puede clasificarse de manera general en tres categorias:
aquellos fragmentos gendmicos cuya delecion produce un fenotipo sensible a deoxicolato
de sodio; aquelloscuya delecidn no tiene efecto o es de influencia muy leve en la capacidad
para crecer en deoxicolato de sodio y fragmentos en los que la delecion respectiva resulta
en un fenotipo hiperresistente. De éstos, los fragmentos responsables de cepas sensibles son
los més abundantes, seguidos de las mutantes neutras, mientras que sélo hubo un fragmento

gue ocasiona hiperresistencia cuando es mutado.

A partir de estos datos se puede inferir que los elementos génicos con posibles papeles en la
resistencia a las sales biliares pueden ser muy numerosos y encontrarse ampliamente
distribuidos en el genoma. En efecto, los fragmentos deletados que produjeron mutantes
sensibles suman 727,846 pares de bases que contienen aproximadamente 608 genes, la gran
mayoria de los cuales no habian sido relacionados con el fendmeno de tolerancia a sales

biliares.

La mutacidn del fragmento 23da lugar a una cepa con la particularidad de ser notablemente
mas resistente a los efectos bactericidas del deoxicolato de sodio que la cepa silvestre
(figura 6). El fragmento 23 contiene el gen asmA.En Salmonella Typhimurium el gen
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asmAcodifica para la proteina de membrana externa AsmA; las cepas mutantes en
asmAtienen una resistencia incrementada a deoxicolato de sodio (101). Los autores de ese
estudio determinaron que la falta de AsmA ocasiona la activacion transcripcional del
operon marRAB, que a su vez controla el llamado “regulon Mar” el cual ha sido
previamente ligado con la tolerancia a bilis (92, 101, 102).Ademas, se ha observado que la
transcripcion del operén marRABes activada por bilis de manera dosis-dependiente en S.
Typhimurium (97). Asimiso, la falta de AsmA suprime la sensibilidad a deoxicolato de
sodio de mutantes de phoP, wec y dam (DNA adenina metiltransferasa). Por lo tanto, el
efecto hiperresistente a deoxicolato de sodio que produce la mutacion de AsmA es capaz de

restaurar la resistencia de mutantes sensibles.

De manera interesante, las causas de intolerancia biliar de las mutantes de phoP, wec
y damson diversas y no guardan relacion aparente (61, 69, 103). Otro caso vagamente
similar es descrito por Prieto (61): mutantes de los genes mutH, mutL y mutSdel sistema de
reparacion de apareamiento erroneo MutHSL que son capaces de reestablecer la resistencia
a bilis de mutantes en dam.No obstante, fuera del fondo genético Adam las mutantes de

sistema MutHSL no confieren mayor resistencia a sales biliares.

A partir de estas observaciones se sugiere que ningun sistema molecular ha evolucionado
con el proposito especifico de conferir resistencia a las sales biliares. Mas bien, la
resistencia a sales biliares consiste en un conjunto interconectado de respuestas celulares
que llevan a la célula a adquirir cierto estado o condicién de fitness que aminora el dafio
inflingido por estos agentes, y que requiere mantener una constante inversion energetica

mientras la exposicion continte.

En la figura 7 se resumen las principales respuestas celulares de S. Typhi ante el

deoxicolato de sodio al 5% observadas en este estudio.
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Figura 7. Principales respuestas celulares en S. Typhi ante la presencia de 5% de deoxicolato de sodio. El
deoxicolato de sodio reprime la sintesis de proteinas flagelares, produciendo un fenotipo deficiente en flagelos.
Asimismo la expresion de genes de biosintesis de capsula, notablemente tviA, son reprimidos. El perfil
proteico de la membrana interna experimenta un cambio que se hace evidente en la sintesis de mas de 60
proteinas, que incluyen transportadores, enzimas, elementos de transduccion de sefiales y proteinas hipotéticas.
Ademas, la composicion lipidica de la membrana interna parece ser afectada con la represion de genes de
sintesis de cardiolipina. Genes de elementos estructurales de membrana externa como LPS y ECA son
inducidos por el deoxicolato de sodio, como es el caso de los genes del clister waa. La sintesis de porinas es
también inducida. La sintesis de enzimas involucradas en procesos centrales de metabolismo se ve inducida
por deoxicolato de sodio. Creacion propia.
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8. Conclusiones

1)La composicién proteica de la membrana interna se ve afectada por el deoxicolato de
sodio y constituye un sitio dinamico que le brinda a la célula plasticidad para contender
ante condiciones del medio externo; la membrana interna es un sitio de primera importancia

para mediar la interaccion entre las sales biliares y la célula.

2) En presencia de deoxicolato de sodio, S. Typhi suprime gastos energéticos prescindibles,
como la sintesis de flagelos,para dar prioridad a procesos metabdlicamente costososque

sustentan el estado competente ante el reto de las sales biliares.

3)El deoxicolato de sodio constituye una sefial ambiental que ocasiona que todas las
principales estructuras celulares, vias metabdlicas y procesos fisioldgicos en S. Typhi sean
sujetos a ajustes y adaptacion,dando lugar a un estilo de vida y estado celular competente

frente a este agente.

4) Los genes que intervienen en los procesos de adaptacidn, tolerancia y supervivencia en
sales biliares en S. Typhi estan distribuidos ampliamente por el genoma, tienen distintos

niveles de relevancia y juegan papeles reduntantes en este fenomeno.

5) La eliminacion de determinados genes mejora la capacidad de S. Typhi para crecer en

deoxicolato de sodio.

65



9. Perspectivas

A pesar de que en E. coliy S. Typhimurium se ha establecido la importancia de los
genes waaen la resistencia a sales biliares, no existent estudios equivalentes en S. Typhi.
Generar mutantes de este clUster y estudiar el perfil de LPS, lipidos de membrana, flagelos
y porinas, asi como determinar la actividad transcripcional de elementos del sistema rcs
podria ser de interés. Caracterizar el claster y definir si es regulado y transcrito como
operon, ademas de explorar posibles reguladores transcripcionales junto con la medicién de
la actividad transcripcional de fusiones de estos genes en deoxicolato de sodio podria

generar informacion atil adicional.

Determinar cuéles son los genes que son indispensables para la supervivencia en
deoxicolato de sodio dentro de los 600 candidatos contenidos en los fragmentos del banco
de mutantes es otra tarea que posiblemente rinda pistas interesantes, aunque abrumadora y

de utilidad cuestionable.

Generar mutantes de los reguladores y genes de proteinas de membrana interna
identificados en este estudio y evaluar la capacidad de crecimiento en deoxicolato de sodio,
asi como otros estudios relacionados es una buena aproximacion para confirmar la

esencialidad de éstos.
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