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INTRODUCCION
a) Caracteristicas generales de Safmonella typhi

Sdlmonefla typhi es el agente causal de la fiebre
tifoidea. En México la fiebre tifoidea es un padecimiento
endémico que alcanza tasas de mortalidad de 3 en 100,000
habitantes, ademds ha habido brotes epidémicos en los que
la mortalidad alcanza 6 por 100,000 habitantes por lo que
constituye un problema de salud pfiblica (1).

Uno de los brotes epidémicos mas severos se di6 en
el ano de 1973 en el que se alcanzaron a registrar tasas
de mortalidad de 9.7 por 100,000 habitantes (2) |
De las cepas de Safmonefla typh{ aisladas durante =
esta epidemia el 92% eran resistentes a altas concentracio
nes de cloranfenicol, el agente de eleccidn para el trata = -
miento del padecimiento. Ademéé de la resistencia'a eSte
k éntibiéticd‘sé“encbntré que eétas cepés eran témbién ie--
*sistentes a estreptomiclna, tetraclclinay sulfonamidas, y ‘
:7 que estas resistencias estaban codlficadas por un plésmido :gp"7
' conjugativo que pertenecia al grupo de compatibilidad H ;: ggV
- (3, 4, 5, 6), Asi mlsmo se observ6 que el fagotlpo de la -

_mayoria de las cepas multire51stentes aisladas- durante 1973 .




era un tipo Vi degradado, a diferencia del fagofipo E-1
reportado para las cepas mexicanas en 1956 (7).
Con el fin de hacer un estudio epidemiologico de la
fiebre tifoidea, en 1975 se fundé en México el Centro Na
cional de Referencia de Safmonetfa typhi. Martuscelli y
colaboradores han logrado reunir en este Centro un gran
nlimero de cepas de S. typh{ aisladas de pacientes con ti
foidea, qﬁe ha permitido el estudio de los patrones de -
resistencia a antibibticos y el fagotipo de las cepas --
aisladas anualmente. Asi mismo Alfaro y Martuscelli (8)
encontraron que en el afio de 1978 el 92% de las‘cepas ais
ladas resultaron ser auxotrofas de cisteina. Posteriormente
se encontrd (9), gue un alto porcentaje de las cepas de =~
S. typhi aisladas en otros afios presentaban esta misma
auxotrofia. Soberfn y Mértuscelli (9), realizaron un estu
dio detallado de esta auxotrofia y encontraron que:
1.-Lé auxotrofia para cisteina era parciallya gue estas
‘cepas crecian en medio minimo pero con un tiempo de du
plicaci6n mayor; este fenotipo se llamé Cym.

2.-El fenotipo Cym en todas las cepas estudiadas se debia:
a mutaciones en la enzima sulfito reductasa.

3.~ Las cepas de Salmoneffa Typh{ podian separarse en dos

grupos de complementacibn (9).



Estudios postériores, (Richell y Gama comunicacién_~
personal) mostraron que el fenotipo cym de Safmonefla typhi
era un fenotipo que dependia de la temperatura, ya que a -
baja temperatura (30°C) las cepas de Salmoneffa iyphdi eran
prototrofas y a alta temperatura (42°C) presentaban un re-~
queripiento absoluto por cisteina, metionina y tiosulfato
de sodio. Estos datos explican el crecimiento residual de
la cepa cym en medio minimo observado previamente a 37°C --

(9).

La limitacién mas importante para el andlisis genéti
co de Safmonella typhi ha sido el no contar con un sistema

eficiente de transferencia génica.

Sin embargo se han tratado de implementar diferentes
sistemas de trasferencia génica como el aislamiento de ce-
pas Hfr (10) capaces de transferir material genético de --
%;'ofigen»qfomosomal. La manera como se aislaron fue transfe
o rir_factores Fwde E. coli a S. tyhpi. Estos fagtores‘ —_—

. poseen marcadores genéticos que permiten seleccionar su -- -

ihtegracién en el cromosoma bacteriano (KanI). Las diferentes

cepas Hfr asi obtenidas fueron estudiadas respecto al sitio
de integracibn del factor F y su estabilidad como donado--

res; se encontrb gque todas las cepas aisladas eran muy ----



inestables (10).

Otro sistema de transferencia génica que se trato de
implementar fue la transduccién con el fago Pl (Gloria -~
Soberdn comunicacién personal). Para esto se trataron de
aislar cepas sensibles de S. fyhpd a Pl utilizando un fago
Pl gue confiere la resistencia a el antibi6tico cloranfe-
nicol. De las cepas resistentes a cloranfenicol asi obte-

nidas no fue posible propagar el fago.

b) El bacteriofago Mu como herramienta para la manipula--

cibén genética de cepas sensibles al fago.

El bacteriofago Mu es un fago temperado: Después de
infectar asu huesped natural Eachernichia coli, tiene dos -
- posibilidades que son el ciclo litico y el ciclo lisogé--
-nico. En el ciclo litico, las funciones de replicacién M4
morfogenesis del fago Mu se expresan y la bacteria muere.
Este proceso genera de 50 a 100 particulas f&gicas, por
cada bacteria infectada.Durante el ciclo lisogénico las
funciones necesarias para el crecimiento de Mu se reprimén.
Durante este proceso el ADN f&gico se integra linealmente

(11} en el genoma del huesped permaneciendo inactivo como



profago. La represibn de las funciones fﬁgicas funciona
en trans, cuando cepas lisogenas son infectadas el fago
superinfectante no puede expresar sus funciones liticas.

La integracidn de Mu durante el ciclo lisogenico -
puede ocurrir en un gran n@mero de sitios, originando mu
taciones en los sitios de integracibmn (por ejemplo auxo-
trofias) . La frecuencia de reversibn de mutaciones indu-

cidas por Mu es menor a 10-'10

(12). Esta integracidn de
Mu al genoma del huesped es independiente del sistema de
recombinacibén de €ste y genera una duplicacitdn de cinco
pares de bases en el lugar de la insercibn (13, 14, 15).
Ademls se sabe que el ADN de Mu al extraerse de particu-
las virales esta covalentemente ligado en sus dos extre-
mos a secuencias bacterianas de t 0.1 kb en el extremo -
cydet* 2kben el extremo S (ver figura 1) por lo que
se le considera un elemento transponible (16, 17).

El bacteritfago Mu es un fago que realiza transduc
cién generalizada como el fago P1 de Escherdichia cold --
(18), sin embargo la frecuencia de transduccibn de marca
dores bacterianos por Mu es aproximadamente diez veces -
menor ¢ue la de Pl (19). La frecuencia de transduccibén -

con Mu . puede elevarse de diez a cien veces si se uti

lizan cepas previamente lisogenizadas por el fago Mucts



Fig. 1
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Estructura del ADN de Mu. Segmento G en sus dos posibles

orientaciones.



y mini Mu.(éste ﬁitimo tiene una gran delecifn interna que
lo incapacita para lisar a la célula conservando, sin em--
bargo, su capacidad de transponer y de ser encapsidado)
(20, 21).

La razbn por la que el miniMu aumenta la frecuencia
de transduccibén se explica en el mecanismo que tiene el
fago Mu para encapsidgr su DNA:

l.- E1 DNA de Mu se empaca en las cabezas virales a par-
tir de precursores maduros covalentemente ligados a
DNA del huesped.

2.- El empacamiento comienza especificamente en el extremo
c del DNA de Mu y procede unidireccionalmente al o~
tro extremo del genoma del fago.

3.~ El genoma de Mu por si solo no puede llenar las cabe
zas virales y por lo tanto algo del DNA del huesped
se empaca (22).

Como se dijo antes del miniMu no pierde Su,capéciw
_‘dad de transponer de manera que cﬁando'se iﬁduce el cim-
clo litico aumentan las copias de este fago, aumentando
el nfimero de sitios (extremos c) capaces de ser encapsi-
dados (ver tipo de particula No.2 er la Figura 2) aumentan
do de esta menera la frecuencia de transduccibn

Este sistema permite la transduccifn de caracteres
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‘Tipos de particulas que se encuéniran a la induccibn de

una cepa {Mucts) / mini-Mu:

i)
2}
3

- 4)

5)

ADN' de Mu

ADN de mini-Mu + ADN bacteriano (transduccibn generalizada)
ADY bacteriano en cuyos extremos hay dos mirni-Mu's con la ~
misma orientacibn (mini-Muduc-i6:n).

igual que las particulas de tipo 3 pero los mini-Mu's tie--
nen diferente orientacifn (transduccibdn generalizada)

ADX bacteriano (iransduccibn qgeneralizada)

Partfculas tipo 1) 3%0%; 2) v 3} +/- 10%




"Vzlgenéticos entre diferentes espec1es hacterianas sens;bles

a Mu ya que un tlpo de particulas no requiere homologia -

entre la particula transductante y el DNA del huésped pa-
ra su integracidn por tener intactos los dos extremds de
- Mu (particula No. 3 en la figura 2). (23). La transduccién

con este tipo de particulas se llama miniMuduccién (21).

Otra caracteristica del fago Mu es su capacidad de
inducir'rearreglos cromosomales de diferentes tipos duran
te su ciclo 1litico ya sea por induccibén del profago o por
infeccibn. Los rearreglos incluyen: deleciones que siem--
pre.est8n ligadas a un profago, inversiones donde el Seg¥
mento invertido esta entre dos‘copias de Mu con orienta-
cibn opuesta, fusién de replicones en donde estos se fu-
sionan mediante la recombinacién de dos profagos con la
misma orientacién y transposicién de segmentos de DNA dél;.'
huésped en donde.élvDNA éue‘transpone ééta entre dos pro¥ ;‘

. fagos. con la misma orientacién . (20) Este fltimo rearréb-»

 11_910 ha perm;txdo la’ transposiclén de diferentes genes bac{a?ivi

 "ﬁ ter1anos a plasmldos conjugatlvos dando grandes p051b111~:¥'5

':vdades para el aislamlento y mapeo de genes (24)

El bacterlofago Mu se a1515 orlglnalmente de la --
v bacterla E: cold, sin embargo puede infectar dlferentes

7 espec1es de bacterias gram negativas. Su. especifncxdad dev

\ .
. : . B . '




infeccibn esta controlada por lo menos por dos genééf
Estos genes mapeén en el genoma de Mu en una regibn de -
DNA llamada "fegién invertible G". Esta regi&n de DNA de
Mu tiene la caracteristica de poderse encontrar en las 2
orientaciones posibles con respecto al genoma de Mu (ver
figura 1). La inversi&n de este segmento esta contrdlada
por genes propios del fago Mu. De esta manera la expre--
si6bn de los genes que controlan la especificidad de in=--
feccibn esta controlada por la orientacién del segmento

G ( 25, 26). E. ccl{ K12 y una cepa de Earwindia chysan--

themi{ adsorben fagos que téngan la especificidad que co-
rresponde a la orientacibn (+) del segmento G, mientras

que otras cepas de E. cofi, Citrobacten freundidi, Serra-
tia mahcancehé Erwinia caratovara, Eawinia uredovora y

‘jE&WLHLa amu?ouana adsarben Mu con la espec1f1c1dad que -

. ‘corresponde a la orientac16n (-) del segmento G (27)

El c0mportamxento del . bacteriocago Mu se ha: estu-—jl;f

‘ fdeado casi exclusivambnte en su huesped natural E cotarf ”
 'SLn embargo se ha reportado que el fago Mu tzene an com-‘
"portamiento diferente en otras especies bacterlanas, en
’;éﬁaﬁto a su capaéidadbde inducix~mutaciones, replicacién
. y‘morfdgenesis del mismo. E. ctoacae adsorbe Mu G (-) .y

' -.su comportamiento es parecido al que tiene en E. cold -




11

K 12; en E. clpacae se encontrévque Mu tiene, al iqual-
que en E. cofi, capacidad de inducir mutaciones en dife
rentes sitios del cromosoma. Se aislaron 29 auxotrofos

inducidos por Mu y se encontraron 5 diferentes requeri-

mientos (28).

v

En cuanto a la lisogensacibn porMu en otras espe=-
cles bacterianas, se reportd que Serratia marcens permi-
te el crecimiento de Mucts 62 a 40°C pero no se puede -—-
lisogenisar a 30°C. En A. tumefacdiens no se han podido -
encontrar lisogenos a 30°C, sin embargo se observa lisis
confluente a 42°C. La lisis que se observa no se debe al
desarrollo de Mu, ya que al hacer diluciones de lisados -

de Mu para ver placas de lisis estas no se ven (28).

Utilizando como criterio la lisis de una capa de -
bacterias por un'lisado de Mu, se concluyS5 gque la mayoria -
de las enterobacterias son resistentes a Mu. No obstante
se observé gue el fago Mu, una vez introducido en las -~
bacterias resistentes con un plésmido conjugativo en el cual
esta integrado puede ser inducido y desarrollarse litica-

mente en estas cepas (29).

Entre las especies bacterians que son resistentes
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a Mu se encuentra Kfebsiefla pneumondiae y Safmonella ty-
phimurium, de las cuales se han aislado cepas sensibles

a Mu.

En Kfebsiella prneumondlae se aislaron cepas sensi-
bles al fago Mu al aislar cepas que fueran resistentes
é fagos naturales. La raz6n por la que estas cepas son
sensibles al fago Mu es que ya lo pueden adsorber (31).
La explicacién gque dan los autores es gue las cepas re-
sistentes sufrieron una mutacibn que afecté6 la estruc-
tura de su pared celular y que por lo tanto cambib la
adsorcibén de los fagos. La mutacidn que confiere la ség
sibilidad a Mu en K. pneumoniae mapea cerca de his --
(55% de contransduccibn) (31). Otro ejemplo de esto se
encuentra en cepas de Safmonella typhimuiium que son re

sistentes al fago P22 y sensibles al fago P1 (30).

En Safmonefla typhimunium Faelen et.al encontra- :
ron fortuitamente una cepa sensible a Mu. El aleibJéue
cohferia la sensibilidad a esta cepa se le llamé musadl y
' se observé que estaba ligado al operon de histidina (4%
de contransduccifn con his G). También se encontré que -
cepas que presentaban grandes deleciones en esa regidbn -
(his rfb) eran sensibles a Mu, por lo que se concluyd -

que la sensibilidad conferida por musAl era - - - - - -
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:debido‘a la pérdida de una‘fuﬁbién. Avpértir de esﬁé’mﬁ-
tante se aislé una cepa Hfr cépaz de donda: el operfn his
tempranamente y que tiene una inserciﬁn en his G de un ¥
Tni0 que ya no puede transponer (his G9224::Tnl0a4411).
Esta cepa Hfr ha hecho posible la introduccién del ca--

racter MuS a otras cepas (32).

Los datos arriba mencionados muestran que existen
diferentes estrategias experimentéles que permiten el --
alslamiento de cepas sensibles a Mu como el aislamiento
de cepas resistentes a fagos naturales, o la transferen-
cia génica de la sensibilidad por conjugacibn con la ce-

pa MuS de S. typhimurium arriba mencionada.
: o

El interés primordial de contar con un sistema ge-‘
7nétiqo en Salmonella typhi es el poder‘idgntificarNaquéé
'lias funbiones invblucradas en la'patogenidad»ﬂe estéM -

microorganlsmo para poder hacer un. anélisis molecular ~-j;

del mismo, para esto se plantearon Los siguientes ob3eti~ ,g*f

Q vqs.que nos-permitirlan utilizar el fago Mu,para monta:  ;:

'FL‘dn si$temaVdéytransferendia génica en S. typhi.
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OBJETIVOS:

Los objetivos del siguiente trabajo consisten en:

1.~ Determinar la sengibilidad de Salmonelfa typhi a Mu.
2,- El aislamiento de cepas sensibles al fago

3.- El1 estudio del comportamiento de Mu en esta egpecie

bacteriana y la implementaci6n de métodos que permi-

tan la manipulacifn gené&tica de Salmonella typhi,
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MATERIAL Y METODOS

Cepas Bacterianas y Bacteribfagos.

Las cepas Bacterianas y los Bacteribfagos utilizados

en este trabajo se describen en la tabla 1.
Medios de cultivo.

Los medios de cultivo usados en este trabajo fueron:
Medio rico se utiliz6 medio Luria (triptona 1%, extracto
de levadura .5% y NaCl 1%) salvo para la lisogenisacifn
‘y‘prueba de sensibilidad a Mu en que se utilizo medio Fry
(extracto de carne 1%, Bacto-peptona de Bioxon .5%, NaCi
.7%, KH

PO, .3% NH - -

4 2 FO4 4
11.04%, Citrato de Na .05%, MnCl, Sol 107 M .1ml, FeCL

3
801 10”2 M .1ml, Vit Bl sol 1 mg/ .05ml .05ml) glucosa -
| * como fuente aecarbonO'O.Z%; todos los aminofcidos se —-

égregarbn a 40ug/ml salvo glutamina serina y prolina que
se agregaron a 150ug/ml, tiosulfato de Na se agrego a -
iOOpg/ml. La concéntracidn de agar que se utiliz6 fue --
del 1.5% salvo para el agar suave se utilizo medio Luria

con 0.7% de agar. Para detectar la presencia del pl&smi-

do F' lac pro (Mu 18Al) en S. typhi se utiliz6 medio -




Tabla .1

CEPAS ¥ FAGOS

E. COLT
600
€600 (Mucta62)

MXR (MuctspApl)
MXR (MuctspApl)

/F lac pro (MulBAl)
HBY94

S. typhimunium
MA766

201001

S. typhi
JM1382

271

232

2J1 (Mucts62)

202 (Mucts62)
JM1382 (MucstsphApl)
2J (Mucts62)

/F lac pro (MulBAl)

232 (Mucts62)

/P lac pro (Mulspl)

JM1382 (Muctsphpl)

/F lac pro (Mul8Al)

zZJil

FAGOS
Muctsb2
Muctspapl

MulBAl

Mucts62mom 3452

Genotipo
leu thr gal lac supE
liso
8{lac pro) galE thih

hage

thr hisG::Tnl084A11
musAl
derivada Thr® MA766

cym ts Nal®

JM1382 hisG::Tnl044411
nusAl

JM1382 musAl

lac+
léc+

+
lac

JM1382 his G S. typhimunivm -

represor ts

derivado Mucts62 nmarcador
Ap segmento G

represor ts marcador Ap
A 24.6 +/-0.8 KB

Modificacién deficiente

Referencia
Appleyard, et al

Faelen et al (1978)

Guillermo Alfaro

Faelen et al (1961)

este trabajo

Guillermo Alfaro
Este traba‘jo

" L]
" L

" L]
" L}
L] n
LR
il
now

Howe (1973)

Leach (1979)

Faelen et al (1978)

‘Toussaint (1976)



RV

Mchoﬁkey"lac (Mcragar laétoéa ‘de Difco 5%) Las bacte--
. : s

rias sédiluye:on en Mg SO, 10 M, los fagos en Tris - -

4
ncl 1072 M pH7.5
- Los antibiSticos se agregaron a las siguientes con-
centraciones: ampicilina (amp) 25ug/ml, acido nalidixico
(nal) y tetraclina (Tc) a 100pg/ml
El crecimiento celular se siguio por aumentc en la

densidad 6ptica del cultivo en un aparato Bausch and Lo.b

a 550nm.
Alslamiento de cepas de S. typh{ sensibles a Mu.

Las cepaé sensibles a Mu se aislaron de la manera -
reportada (32). Las cempas 2J1001 y JM138B2 se cultivérqn
hasta,una concentracién final de2x 108 celulas/ml vy se
mezclaron envuné pfoporcién 1:10, se incubaron 30 minu-é
tos:é 37?C sin agitacién, la éohjuéaéiéh se interrumpio”

ﬂcdn égitédi6n‘violenta.y se'plateb la mezcia dixectéﬁen~
‘_f#gﬂeh}p;aéas de Lﬁria TcN@%enlas ¢bnjuqan£ésire$ﬁl£§ﬁ;?.'
tes _se' exaninarcn’ las resﬁist‘:en‘cias 4 estos aﬁtvibiéticos,' au-

' xotrofia por histidina, fagotipo y semsibilidad a Mu.
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Preparacibn de lisados de Mu.

Se Cultivd la cépa lisogenizada hasta saturacién -
en medic Luria a 30°C y se diluyé 30 .veces en lﬁ ml de -
medio Luria y se agité a 30°C hasta que alcanzd una den-~
s:idad 6ptica de .22, se cambid a 42°C éon agitacibn due-
rante 20 minutos y despufs a 37°C hasta que se cbservb -
lisis bacteriana, el cultivo se mezclb con cloroformo y
se centrifugaron los restos celulares. El gsobrenadante =
se tituld en la cepa de E. cofi HB94. Este método da li-

sados con tftulos de aproximadamente 1 x 10° fagos /ml.
Aislamiento de cepas lisogenizadas por Mu,

La cepava lisogenizar se cultivé toda la'noche‘en -
Luria‘a 37°C y se diluyd 30 veces en medio Luria fresco,
 :&= crecié a una den51dad 6ptica de 0 22, se sembr6 una _—-;'\
vfcapa de bacterias en una caJa de medio Fry con agar -‘--ffr

‘5suaVe.‘Se le. agreg& una gota de un llsado fresco de Mu‘f~¥,"

"y se 1ncub6 a 30 C toda la noche, al dia siguiente se m—il S
.estrlaron las células que estuv1eron en contacto con el -— 1
fago y se les determlné la presencla del. fago a 42°C usan-vﬂ

"do una cepa indicadora.
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Aislamiento y caracterizacifn de cepas auxotrofas indu-

cidas por Mu

Para aislar auxbtrofos se probd el crecimiento de
las cepas lis6genas en medio minimo replicando las celu

las en medio minimo y medio Luria.

Las cepas auxb6trofas se resuspendieron en .02 ml
de Mgso, 10—2 M y se replicaron en 10 diferentes medios
que tenfan cada uno 5 amino&cidos en los que cada amino
dcido esta presente en 2 medios, después de identificar

el requerimiento, las aux6trofas se probaron en medios

con el aminodcido que requerfan.
- Sensibilidad al Fago Mu

,'se‘crecio la cepa a pfobaf‘hésta una densidad~6pt§‘ 
 éa:de 02y se‘éembré uné capa de 1a‘misma'cbﬁ'agar +—j

bsuavé en medio solido Fry. Se infecto la éapa_con una -
gota de un lisado fresco de‘Mﬁct562 y se incubb a 425C
toda la noche. Al dia siguiente se observo si habia --

lisis confluente.
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Aislamiento de cepas lisfgenas Mu/miniMu.

La cepa MXR (MuctspApl) /F' lac pro (Mul8Al) se
crecif a una densidad 6ptica de .22 al igual que la cepa
receptora y mezclaron .01 ml de cada cepa en placas de
Luria, se incubd la mezcla a 30°C por toda la noche y se
estriaron las células en L amp nal, las conjugantes se

probaron en medic Mc lac luria amp y luria nal.
Transduccibn.

La transduccién se hizo de la manera descrita por -
Faelen et al (21).

9

Se infectaron 5 x 10° cé&lulas con un lisado Mu/mi-

niMu previamente preparado de la cepa donadora a una =--
‘multiplicidad entre 0.5 y 1 en presencia de CaCl2 10'2.M
y se sembraron sobre varias placas de medio selectivo.

Las placas se incubaron a 30°C 48 a 72 horas.
Fagotipos

La fagotipia se hizo de la manera descrita por - -

Anderson y Williams (37). Los fagos fueron obtenidos por



medio del Dr. E., §. Anderson, International Reference -~
Laboratory, Londres. Se infectd una capa de bacterias de
la cepa a probar con la coleccidén de 100 fagos, incuban-

do las placas a 37°C 12 horas. Se observd el patrdén de

lisis.



RESULTADOS
I.~ Sensibilidad

Utilizando como criterio la lisis de una capa de -
bacterias por lisado de Mucts 62 a 42°C encontramos que

Salmonella typhd{ es resistente a Mu,

a) Aislamiento de cepas sensibles de S. typhi al fago Mu

La cepa de S. typhi sensible a Mu (ZJ1) se aislo -
al hacer una conjugacién entre una cepa Hfr de Salmonefla
Typhimunium sensible al fago que confiere tempranamente
la sensibilidad al'u (32), yla cepa de Salmonefla thypi re-
sistente a Mu (JM1382). La manera en como se seleccion-
naron las transconjugantes esta ilustrado en la figura 3.
Como se puede ver én esta figura la cepa Hfr de Saflmoneflfa
typhimuaium confiere tempranamente la resistencia a te-
traciclina que esta codificada por un transposon TnlQ --
que esta insertado en el gene hisG, este transposon tie-
ne una delecidn que le impide transponer. Entre las trans
conjugantes aisladas como rc* vy Nal® (caracter receptora)
se probo la sensibilidad al fago Mu de la manera descri

ta en material y metodos; entre estas cepas se aislo la



Fig. 3
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;gépa.zdl;cuyo fenotipo esATcr{ Nal¥ , His™ y Mus;"
Para‘haéef m&s simple lavmanipulaciénnde la cepa -
de S, typhdi Mu® se aislo la cepa 2J2 a partir dela cepa
2J1. La cepa ZJ2’ya no tiene el requerimiento por histi-
dina por haber perdido el Tnl0 que tenfa insertado en el
gene Qigg. La manera como se aisl6 esta cepa fue selec--
cionar aquellas cemas que ya no requirieron histidina --
para crecer aislandolas en placas de medio minimo. El fe
notipo de la cepa 2J2 es rcd, Nal® ’ Hist y M.
Ya que en Kfebsiella pneumoniae las cepas sensibles
a Mu habian alterado la adsorcibn de fagos naturales, de
bido probablemente a algun cambio en su pared celular -~
(31), probamos el fagotipo de la cepa sensible a Mu de -
S, typhd (2J2) para establecer si la mutaéién que confi-
ere la sensibilidad al fago Mu habfa alterado la adsor--=
cién de otros fagos a §. fyphi. Se encontr6 que el fago- -
' tipo de.esta cepa es el mismo que el de la cepa Mut - -

(JMlﬁBZ) de la CUal se aislé (fagofipo Vi degradado).

.f? Este dato suglere ‘que la sensibilidad a Mu de la -yﬁ’f35f7»“

| cepa 232 no’ se debe a cambios en su pared celular ya ‘giie Sk

,f;esta ceoa sigue 51endo sensible a los mismos fagos que ~.>$

’xla cena JM1382.

Dadovque la resistencia al fagokMu de la cepa —‘&¥7;
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JM1382 parecia no deberse a que los fagos no sekadsorbig
ran a su pared celular, decidimos medir la frecuencia de
lisogenizacifn en esta cepa y en la cepa sensible a Mu -
(2J2) . Para medir la frecuencia de lisogenizacibn utili-
zamos un fago que confiere la resistencia al antibiotico
ampicilina (MuctspApl) (33), de manera que las cepas re-
sistentes a este antibibtico a 30°C son lisogenas. Obser
vamos que la frecuencia de lisogenizacién es 5 a 10 ve--
ces menor en la cepa resistente (JM1382) con respecto a
la cepa sensible. También observamos que al inducir las
cepas lis6genas tenemos la misma produccién de fagos en
la cepa resistente y en la sensibl%,aproximadamente 1x
109 fagos/ml , ver tabla 2.
Estos resultados indican que aunque las cepas re--
sistentes tienen una frecuencia de lisogenizacibén menor,
la frecuencia de transposicibn es la misma ado que el -
mecanismo que se propone para la replicaci6n del fago es k
la transposicifn)en la cepa resistente y en la sensible |
ya‘que producen la misma cantidad de fagos a la induc--
‘cibn.

Aden8s estos resultados indican que Safmonellfa - -
typhi al igual que E. cofi K12 adsorbe fagos del tipo G

(+) ya que el fago MuctspApl solo presenta esta orienta

cidén del segmento G (33).




Tabla 2

Infeccibn MuctspApl

JM1382 (Mu®) 272 (Mu®)
3 4
No de lisogenas )Ap) 7.7 x 10 9 x 10
% induccibn auxotrofias 3% 3%
No. de fagos
Induccién de una 9 8
'l x 10 9.5 x 10

Lisogena
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b) Sensibilidad vs resistencia al. fago Mu.

Dado que la cepa JM1382 (Mu¥) tiene una frecuencia
de lisogenizaci6n menor y la misma frecuencia de transpo
sicifn, decidimos comparar la adsorcién del fago Mu en -
la cepa sensible vs la resistente, ademds de la mortali-
dad de estas cepas a la infeccibn del fago, produccidn -
de centros infectivos (bacterias en donde se esta desa-~
rrollando el fago) y produccién de fagos a la infeccidn.

Para esto se siguib la siguiente estrategia: Se in
fectaron la cepa resistente y la sensible con la misma -
multiplicidad, (nGmero de particulas formadoras de placas-
de lisis/ no. de bacterias) se incubaron 15 minutos a -
37°C con el fago y se centrifugaron las c&lulas, se titu
laron los fagos en el sobrenadante vara ver el nfimero de
fagos no adsorbidos, las células se lavaron y parte se -
'dejaron incubando a 42°C para ver producciébn de fagos a
la hora y veinte minutos y en la otra varte de las celu-
las se titularon los sobrevivientes a la infeqcién a 3¢°C
y los centros infectivos en una capa de bacterias a 42°C

Para poder distinguir los centros infectivos de los
fagos acarreados durante la centrifugacifén de la celulas

se utilizb un fago Mucts62mom3452 crecido en la cepa de
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E. cold C600. Este fago tiene una mutacidn en su sistema
de modificacibén de manera que los fagos producidos tie--
nen scolamente la modificacién del huesped, (34) asi al ~
titular los centros infectivos en una cepa de E. coli --
deficientes en su sistema de restricecifn (HB94) y en una
cepa con el alele silvestre de restriccién (C600) los -~
podiamos distinguir ya que los fagos producidos por los
centros infectivos estarian modificados por 8. typhdi vy
serian restringuidos por E. cofi y los fagos acarreados
no serian restringuidos por E. cold.

En la tabla 3 se muestra - el resultado de tal ex-

perimento en el cue se ve aue:

1) La adsorcibn de los fagos por la cepa sensible y la -
resistente es la misma. Las dos cepas adsorbieron 6.9
X 108 fagos /ml.

2) La cepa sensible produce mas centros infectivos que 1la
cepa resistente.

3) La cepa sensible produce mas fagos a la infeccifn que
‘la cepa resistente; la diferencia gque se observa co--
rresponde a la diferencia observada para los centros
infectivos.

4) La cepa resistente sobrevive mas a la infeccibn por -~

el fago que la sensible.



Tabla 3

Desarrollo del bacteriofago Mucts62mon3452 en las cepas sensibles y
resistentes.

JM1382 ("Mul") 232 (Mu®)

No de Bacterias 4.4 x 108 3.6 x 108
Titulo del fago 9 x 108 9 x 108
Multiplicidad 2 2.5
No. de fagos no 2.1 x 108 2.1 x 108
adsorbidos
No de sobrevivientes 2.25 x 108 4 x 107
a la infeccibn
Centros infectivos 7.3 x 107 2.8 x 10B
titulados en R™M*
Centros infectivos 1.46 x 107 B : 5 x 107
titulados en RtMt ;‘ :

-~ No de fagos producidos

-8 la ecepa 1°20' en: , ' 9 ‘ o LT 9
CEPA R™M* S 1.2 x 10" R o4 %107,

CEPA RHM+ * . 1.48 x 107 o B 1 x 108

*R= restriccibn
modificacibn

=
-



30

Para ver si la diferencia en muerte celular de la -
cepa 2J2 y la cepa JM1382 se debfia a la expresibén tempra
na de algunas funciones de Mu, las 2 cepas se infectaron
con el fago Mucts62 Bamb que no se puede replicar (34) y
observamos que no hay muerte celular y que por lo tanto
esta se debe a la replicacibén y morfogénesis del fago.

Nuestros 'datos muestran que las cepas "resistentes" -
aunque adsorben los fagos igual que las sensibles, tie=--
nen una frecuencia de lisogenizacidn, produccifn de cen-
tros infectivos y produccifén de fagos a la infeccién me-
nor que las sensibles y que esta diferencia no se debe a
que el ciclo litico del fago este alterado ya que las =--
cepas "resistentes" tienen la misma produccién de fagos
gue las sensibles a la induccidn de una lisfgena.

Por otra parte muestran tambi&n que el criterio ge-
neralmente utilizado para determinar si una cepa es sen-
sible o resistente al bacteriofago Mu es inadecuado, ya
que la cepa JM1382 en las condiciones descritas es sensi

ble a Mu.

II.~ Comportamiento de Mu en Salmonella tyhpi

a) Frecuencia de lisogenizaci6n y de induccibn de auxo-

trofias en Safmonella xtyphi
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En E. coli se ha observado que al infectar esta -~
bacteria con el bacteriofago Mucts en placa a 30°C alre-
dedor del 40% de las cé&lulas sobrevivientes a la infec—-
ci6n son lisbgenas. De estas lisSgenas el 2% al 5% tienen
alglin requerimiento nutricional (no crecen en medio mini
mo) (12).

Para establecer la frecuencia de lisogenisacibn y
la frecuencia de induccién de auxotrofias por Mu en S.
typhi 1infectamos la cepa de S. typhi con el fago Mucts
62 o con el fago MuctspApl y observamos que la frecuen=--~
cia de lisogenizacifén, esta entre el 30% y el 40% entre
las células sobrevivientes, y de estas lisSgenas la in--
duccibn de auxotrofias esta entre el 2% y el 5%. En con-~
traste observamos que la cepa JM1382 al infectarla con
el fago MuctspApl tiene una frecuencia de lisogenisacibn
entre el 2% y el 4% y de éstas la proporcibn de induccibn

. de auxotrofias es igual que la de la cepa 2J2.
b) Caracterizacibn de auxotrofias
Otro aspecto interesante en cuanto al comportami--

ento de Mu es la inespecificidad de integracibn del fago

al lisogenisar. Por esto decidimos buscar los requerimi-
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entos de las cepas auxotrofas que habiamos aislado para
ver si Mu en S. typhd{ tenia algun sitio preferente para
su integracibn o si la integracién de Mu ocurria en mu-
chos sitios como en £. cold.

Para la caracterizacién de cepas auxbtrofas se ca
racterizaron las auxbtrofas aisladas de la cepa ZJ2 ya
que como se mencion® antes tiene una frecuencia de liso
genizacibn mayor y por lo tanto es mis fdlcil la obten--
cién de auxbtrofos inducidos por Mu. N

Se aislaron 60 auxotrofos y se pudo establecer el
requerimiento de 26 auxb6trofos de la manera descrita en
material y mBtodos. Los resultados estan ilustrados en
la tabla 4. De las 26 auxftrofas encontramos 11 requeri
mientos diferentes, lo que nos sugiere que la integra--
cibén del DNA f&gico se da en un gran nfinero de sitios -
al igual gue en E. coldi.

Una de las caracteristicas de las mutaciones indu
cidas poxr Mu en E. col{ es que tienen una frecuencia de
reversién menor a 10"10, esto se debe a que el fago Mu

no se escinde de su sitio de integracibn (12). Para estable

cer si las mutaciones que tenfian las cepas auxotrofas -

estaban inducidas por el fago Mu, decidimos esta -

blecer la frecuencia de reversitn de las veintisels ~ -



Tabla 4

CEPA

UTTLIZADO

MS1
Ms2
Ms3
Ms4

MsS
MS6
M7
Ms8
Ms9
M510

MS11
Msl12
Ms13

Mucts62
Macts62
Mucts62
Mucts62

Muctsphpl
Muctsphpl
MuctspApl
MuctspApl
Muctsphpl
Muctsphpl

MuctspApl

MuctspApl

FAGD
REQUERIMIENTO CEPA UTILIZADO
FENTLAIANINA M54 tactsphApl
SERTNA ¥815 MuctspApl
FENILAIANINA ¥516 Muctsphpl
CISTEINA Y ME M517 MuctspApl
TIONINA
ARGININA ¥518 Muctsphpl
METIONINA MS19 Muctspapl
TRIPTOFANO 1520 Muctsphpl
ARGININA Ms21 Muctsphpl
METIONINA Ms22 MuctspApl
CISIEDW Y ME M523 MuctspApl
TIONINA
LEUCINA ¥S24 MuctspApl
IEUCINA MS25 MuctspApl
TREONTNA M526

FETIONINA
METTCNINA

METIONINA
BISTIDINA

METTIONTNA

METIONINA
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cepas aux6trofas, los resultados estan ilustrados en la
tabla 5. De las 26 auxdétrofas hay 21 que tienen una fre
cuencia de reversién menor a 10-10, lo que sugiere que

las mutaciones estan inducidas por Mu. Las otras 5 cepas
que tienen frecuencia de reversidn mayor a 10-10, estan
probablemente inducidas por el fago Mu ya gque én E. cold
se ha reportado reversibtn de mutaciones inducidas por Mu

por mutaciones que mapean en otro sitio del cromasoma -

(36).
III.- Transducci6n

Para transducir marcadores génicos de Safmonefla -
tyhp{ por el bacteriofago Mu se aislaron cepas donado-
raslliségenas por el fago Mucts62 (MupApl para la cepa
JM1382) y el MuiBAl (miniMu), va que este sistema au--
menta la frecuencia de transduccién por Mu de 10 a 100
veces (20,21). El1l fago MulBAl se introdujb-por medio -~
de un pl&smido conjugativo en el que esta insertado F!

lac pro (Mul8Al).
a) Transduccién en S. Zfyhpi m® ——— Mu®

Empezamos a estudiar la transferencia de dos marca

dores:



Tabla 5

FRECUENCIA FRECUENCIA
DE DE

CEPA REVERSION CEPA REVERSION
Ms1 < 3.6 x 10 ~10 MS14 < 4.3 X 10
MS2 < 3.6 x 10 10 MS15 < 4.8 X 10
MS3 . 3.5 x 10 "8 MS16 - 1 X 10
Ms4 < 1 x10 "0 Ms17 < 4.1 x 10
MS5 - 2.6 x 10 8 Ms18 < 2.8 X 10
MS6 < 4.3 x 10 "0 MS19 < 4.7 X 10
Ms7 < 1.2 x 10 ~10 M520 < 4.8 X 10
MS8 < 1.3 x 10 "0 MS21 < 5 X 10
MS9 Z 1.4x10 " MS22 < 5 X 10
MS10 . - 6.6 x 10 "8 Ms23 < 4.1 X 10
ws11 < 1.3 x 10 710 Ms24 < 1.1 x 10
Ms12 < 4.6 x 10 ~10 Ms25 < 5.2 X 10
MS13 < 9 x 10 10 MS26 < 4.7 X 10
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1.~ El marcador que confiere la resistencia a teﬁrécicli
na de la cepa 2J1 y la auxotrofia a histidina (his -
G:: Tnl0A4All) a la cepa protrbtofa 2J2 aislando las
colonias tetraciclina resistentes. |
2.- El caracter His' de la cepa ZJ2 a la zJl1 seieccionag
do las colonias protr6tofas (medio minimo)
Los resultados de estas transducciones estén ilus-
trados en la tabla 6.
Encontramos que la mejor eficiencia de transduccibn
la tenemos con multiplicidades que van de .5 a 1.
A partir de la tabla no. 6 se puede concluir:
1) Que ademis de la transduccidn generalizada tenemos =-
mini-Muduccibén, pues en la transduccién No. 1 tenemos
7 transductantes resistentes a Tc que conservan el fe
notipo His® (carlcter de la receptora) gue ademis son
lisbgenas para el fago MulBAl (el fago MulBAl confie-
re la resistencia a ampicilina). Esto sugiere que el
marcador his G:: Tn1044A11 no se integr8 por homolo-
gia nucleotidica.
2) La frecuencia de transduccibén con este sistema en - -

8y, 1o

Salmonella thypi es bastante elevada (9 x 10
gue indica que tenemos una buena probabilidad de po-

der transducir cualguier marcador de S. Tyhpi.
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b) Transduccién en $. typhi. La cepa JM1382 ("Mu"") como

donadora y receptora.

Otro aspecto interesante era ver si la ceva JM1382
podrfa ser donadora y receptora en una transduccifn me-
diada por Mu ya que como se menciond antes esta cepa es

sensible a Mu

1) JM1382 como donadora. Se hizo una transduccién de la
cepa JM1382 (MuctspApl) /F lac pro (Mul8Al) a la cepa
MSZZ‘que es una auxb6trofa de uracilio inducida por Mu
séleccionando las ura® {medio minimo)

Los resultados de esta transduccifn se muestran: en

la tabla No. 7: ahf se -puede ver que un porcentaje de -

los transductantes ya no tienen el fago lo que sugiere

jue la mutacién estaba inducida por Mu. Aparte Sg enéog   ‘

tré que la frecugncia-de,ia transduccién en la cepa { -

:Z?.JM1382>es ﬁﬁY-Parecida:a la frecuehdiaxdé tranédu¢0165i5j 

de 1a cé;‘)a.Z_JZ (1 x 1075, | |

2) JM1382 comd receptora. Se transdujo el’marcadqr que

“.confiere resistencia a tetraciclina de‘la cepa 2J1 a
1§ cepa JN1382. En esta transducci6n encontramos muy-

pocas transductantes debido probablemente a la poca

[nhomologia nucleotfdica entre el marcador his G:: - =




Tabla &

Transduccidn en S; typhi,

CFPAS RECEPTCRAS

1
232

2
2J1

CEPAS
Donadoras

Multiplicidad¥*
Seleccibn

N° transductantes
/0.1ml

M°Lisogenas
- {Mucts62)

N°Lisogenas
(Mul8Al) Ant

'Cotransducciﬁn
- mini-Muduccidn -

-Frecuencia
“Transduccién®

o x 107

ZJ1 (Mucts62)
/F lac nro (MulB8Aal)

0.5
Tcr

135

11/50

-13/50

43/50 his™

7/50 TcTApT his*

6

8.5 x 10

232 (Mucts62]}
/F lac pro (MulBAl)

0.5

his+

132

18720

~ND

6

*Nimero de particulas formadoras de placas de lisis/nfmero de bactérias

?Nﬁmero de transductantes/l'particula formadora de lisis.
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Tnl0A4A1l de la cepa ZJ1 y el gene his G de la cepa --
JM1382 ya que el primero proviene de S. fyhpimunium - -
(ver figura 3). Por &sto aislamos una ceva de S. tyhpd
que fuera resistente a Mu y que tuviera el gene silves-
tre his G de S. tyhpimurium (cepa 2ZJ11) de lamanera como
se aisld la cepa ZJ2 solo que la cepa 2ZJ1l es "resisten
te" a Mu.

Utilizando la cepa %J11 como receptora se transdujo
el marcador Tc® de la cepa 2J1. Se seleccionaron las -
transductantes en medio Luria Tc y las mini-Muductantes
en medio Luria Tc Amp. ver tabla 8,

Observamos que la frecuencia de mini-muduccifn es
7.1 veces menor en la cepa ZJ11 con respecto a la cepa
ZJ2, dato que podemos relacionar con lo observado en --
cuanto a la frecuencia de lisogenisacif6n de esta cepa,
observamos tambien que la frecuencia de transduccifn ge
neralizada en 7 veces menor en la cepa 2J11 con respecto

a la cepa 2J2.

¢) Transduccién interespecifica. S, tyhpi ————pE.cofd

Para demostrar que este sistema permite transferen
cia interespecifica utilizando S. tyhpi como donadora se

hizo la transduccifn del marcador que da la resistencia



Tabla 7
Cepa JM1382 (Mur) como donadora en una transduccién mediada por Mu

Cena recentora,
MS22 (ura  inducida por MuctspApl)

Cepa donadora JM1382 (MuctsoApl)
/F lac pro (Mul8al)

Multiplicidad 0.5

Seleccibn vra®t

N°transductantes

/.1 ml 100

N°ILisdgenas 7/20

Neap® 3/20

Precuencia Transduccibn 1 x 10’5

Tabla 8
Cepa 2J11 (Mur).éomo’receptha en una transduccifn mediada por Ma ..

ZJ311 - gae

‘FfeCUencié'mini~Muducciénf 1.6 x 1077 1.4 x 1078
6 7.8 x 107

‘Frecuencia transduccifn 1.1 x 10
generalizada ;
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a tetraciclina de la cepa de S. fyphi{ 2J1 a la cepa de
E. coldi C600 {(ver tabla 9).

Como se puede observar la mayorfa de las transduc-
tantes son mini~Muductantes (90 de 100 colonias son te~
traciclina y ampicilina resistentes). El hecho de tener
un porcentaje de mini-Muductantes mds elevado que de --
transductantes es explicable ya que S. Zyhpi y E. coldi

tienen probablemente poca homologia nucleotidica.




Tabla 9

Transduccibn interespecifica
Cepa receptora (E, cof4l

c600

Cepa donadora

7ZJ1 (Mucts62)

(S.Typhi) /F lac pro (MulBAl]
Multiplicidad .5

Selecci8n et
N°transductantes

/.1 ml 10

N°Lisogenas (Mucts62) a/100

N°LisbOgenas

(Mul8al) Ap¥ 97/100

Mini-Muducci6n

90/100 Tc*Ap*his®

~Frecuencia Transduccifn : 3.3 x 1077
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DISCUSION

En este trabajo reportamos el aislamiento de cepas
de S. typhi sensibles al bacteri6fago Mu al transferirles
un alelo de S. ftyphimurium { musAl)' que confiere la sen-
sibilidad al fago (32). Esto significa.que la resistencia al
bacteriofago ﬁu de S. Lyphi se debe al mismo mecanismo
que opera en S. ftyphimurium, ademds de que ofrece una ma
nera para aislar cepas sensibles en otras especies bacte
rianas gue esten relacionadas a S, tgphimuni&m.

La sensibilidad o resistencia a fagos generalmente
se relaciona a la adsorcifn de los fagos, y esta adsorcidn
depende de la estructura de la pared celular. En este tra
bajo mostramos que la resistencia de S, typhd al bacterig
fago Mu no se debe a la estructura dé la pared celular ya
que la cepa resistente y la sensible siguen siendo sensi-~
bles a los mismos fagos y adsorben la misma cantidad de -
particulas Mu, adem8s la cepa sensible y la resistente -~
producen la misma cantidad de fagos a la inducci6bn. La d-
nica diferencia observada entre estas cepas es la frecuen
cia de lisogenisacibn que es 5 a 10 veces menor en la cepa

resistente, esta diferencia no se debe a que en esta cepa
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el mecanismo de integracién de Mu al qenoma de S, typhdi
este alterado ya aque cuando se transduce algun marcador -
por Mu en esta cena, la frecuencia de transducci6én es tam
bién 5 a 10 veces menor v el mecanismo de integracidn del
DNA transductante es diferente a la integracidn de Mu (el
primero si recuiere el sistema de recombinacitn del hues-
ped) . Esto sugiere:. gque la frecuencia de lisogenisacidn
baja se debe a que algfin mecanismo involucrado en la en--
trada del DNA infectante esta alterado en lascepas "resis
tentes".Por otra parte mostramos también cue la cena 're--
sistente"JM1382 se puede manipular genéticamente con Mu ,
estos datos nlantean la reconsideraci8n de la resistencia
a Mu de otras especies bacterianas donde es atractivo util
lizar este fago, para esto planteamos el utilizar como --
criterio de sensibilidad a Mu el aislamiento de cenas lisb
genas al fago utilizando un fago que confiere la resisten
cia a ampicilina (MucstspApl)

Por otra parte también mostramos cue el comnartamien
to de Mu en S. typhi{ con resnmecto a su frecuencia de liso
genisaci6én, induccibfn de auxotrofias, integracidén nor todo
el cromosoma bacteriano y de la frecuencia de reversién -
dé mutaciones inducidas por Mu es similar al comportami--

ento de Mu en E. cold.
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Por Gltimo se montd la transduccifn mediada por Mu -
en 8. typh{ utilizando el sistema Mu/miniMu (21), este --
sistema ofrece la posibilidad de aislar cualguier marca--
dor génico de §. typhi comvlementando mutaciones de E.cols
por miniMuduccibn, entre los genes atractivos para su ais
lamiento se encuentran los relacionados con la vatogenici
dad de S. typhi lo gue abriria la nosibilidad de un andli

sis molecular de este fenémeno,
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