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RESUMEN

Las infecciones por Salmonella pueden ocasionar dos entidades clinicas en
humanos: fiebre tifoidea y gastroenteritis. Muchos de los genes necesarios para la
virulencia de Salmonella estdn codificados en regiones particulares del genoma
conocidas como islas de patogenicidad de Salmonella (SPI, de Salmonella
Pathogenicity Islands). Las SPI més estudiadas son la SPI-1 y la SPI-2; ambas codifican
sistemas de secrecion tipo tres (SSTT) y diferentes proteinas efectoras y chaperonas
esenciales en diferentes etapas de la infeccion, asi como proteinas involucradas en la
regulacion de la expresion de los genes de cada isla. Los genes de SPI-1 se requieren
para la invasion de Salmonella a las células epiteliales. Mientras que los genes de SPI-2
se requieren para su multiplicacion y sobrevivencia dentro de macréfagos, pero también
se necesitan para la infeccion intestinal completa.

HilD, HilA e InvF son reguladores transcripcionales codificados en SPI-1 que se
requieren para la expresion de los genes de esta isla. Mientras que el sistema de dos
componentes SsrA/SsrB, codificado en SPI-2, controla positivamente los genes de SPI-
2. Fuera de las SPIs se encuentra codificado el sistema de dos componentes SirA/BarA,
el cual regula positivamente la expresion del regulador HilA, aunque no es claro su
mecanismo de accién. Ademds, en nuestro grupo de investigacion hemos encontrado
que, bajo condiciones especificas de crecimiento, SirA se requiere para la expresion de
genes de SPI-2. Mediante el andlisis de la expresion de fusiones transcripcionales al gen
reportero cat, del andlisis de proteinas secretadas, asi como de experimentos de
inmunodeteccion tipo “Western blot”, determinamos que existe una regulacién en
cascada en la que SirA regula la expresion de HilD y éste, a su vez, induce la expresion
de HilA y SsrB, los reguladores centrales de los genes de SPI-1 y SPI-2,
respectivamente. Ademds, HilD también induce la expresion de los reguladores HilC,
codificado en SPI-1, y RtsA, codificado fuera de las SPIs, cuyo papel ain no es claro.
Nuestros resultados indican que SirA se requiere solamente para la expresion 6ptima de
HilD, actuando de esta manera como un modulador positivo. Asi mismo, indican que
SirA necesita de BarA para ejercer su papel como regulador positivo de la expresion de
HilD y, como consecuencia, de la expresion de los genes de SPI-1 y SPI-2. Por otro
lado, mediante ensayos de competencia en ratén, determinamos que la cascada de
regulaciéon conformada por SirA y HilD no es esencial para que Salmonella cause
infeccion sistémica en este modelo animal. Nosotros proponemos que SirA y HilD
inducen la expresion de los genes de SPI-2 cuando Salmonella se encuentra en el lumen
del intestino, antes de la invasion al epitelio intestinal, lo cual es consistente con
estudios recientes que han reportado que los genes de SPI-2 también son necesarios en
las primeras etapas de la infeccidn por Salmonella. Alternativamente, el control de la
expresion de SPI-2 por la cascada SirA-HilD podria ser necesario para causar
enfermedad en otros hospederos.

Nuestros resultados aportan evidencias novedosas que revelan la comunicacién a
nivel transcripcional entre las dos islas de patogenicidad mds importantes de Salmonella
y ayudardn a entender el papel de la cascada de regulacién que conforman SirA y HilD
durante la transicion de Salmonella de ser un patogeno extracelular a ser un patdgeno
intracelular.




1. INTRODUCCION

La salmonelosis comprende varias infecciones intestinales causadas por bacterias
del género Salmonella. Este género comprende dos especies: Salmonella enterica, con
gran numero de serotipos importantes clinicamente y Salmonella bongori, especie
filogenéticamente mds antigua raramente asociada con patologias humanas. S. enterica
se encuentra dividida en 6 subespecies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae,
houtenae e indica). Cada subespecie a su vez esta dividida en serotipos de acuerdo a la
clasificacion de Kauffman-White, la cual se basa en antigenos somaticos (O), flagelares
(H) y capsulares (Vi). Se han descrito hasta la fecha 2501 serotipos de Salmonella, que
se han clasificado de acuerdo con su adaptacion en hospederos animales (OMS, 2005).

Las infecciones por Sal/momnella pueden ocasionar dos entidades clinicas en
humanos:

- Fiebre entérica, que incluye la fiebre tifoidea, causada por S. enterica serovar
Typhi (S. Typhi) y la fiebre paratifoidea causada por S. enterica serovar
Paratyphi A, B o C (S. Paratyphi). En la fiebre entérica se desarrolla una
infeccidn sistémica, lo que quiere decir que la bacteria es capaz de diseminarse
en el organismo y llegar a drganos como el higado o el bazo. Los sintomas y
signos que se presentan son escalofrios , fiebre prolongada, cefalea, nauseas,
anorexia, tos y diarrea o estrefiimiento. Entre un 20-40% presentan dolor
abdominal. En ocasiones también se producce hepatoesplenomegalia, espistaxis,
bradicardia e incluso delirios

- Gastroenteritis (salmonelosis no tifoidea), la cual es la mas comun de las
infecciones y es causada por varios serotipos (Garcia-del Portillo, 2001; Levine
et al., 2001). En México, los serotipos aislados mas frecuentemente como causa
de gastroenteritis son S. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) y S.
enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis) (Gutiérrez-Cogco et al., 2000). Este
tipo de infecciones no involucran una infeccion sistémica. El signo mas
representativo es la diarrea, aunque también cursa con fiebre no prolongada,
vOmitos y nauseas. La gastroenteritis es una enfermedad autolimitante.

Dependiendo del hospedador y el serotipo bacteriano, la ingestion de Salmonella
puede originar la enfermedad gastroentérica o la fiebre tifoidea.

Aunque la incidencia de la fiebre tifoidea ha disminuido en los tltimos afios, las
patologias causadas por Salmonella representan ain un grave problema mundial de
salud, tanto en salud publica como en salud animal, debido al impacto econémico que
ocasionan. La OMS reporta que anualmente existen 16.6 millones de casos de fiebre
tifoidea, con casi 600 000 muertes, y 1.3 billones de casos de gastroenteritis y diarreas
debidas a salmonelosis no tifoideas, que producen 3 millones de muertes anuales,
siendo éstas ultimas las infecciones de origen alimentario mas comunes a nivel mundial
(Pang et al., 1995). En nuestro pais, tan s6lo el afio pasado (2006) se reportaron 36,568
casos de fiebre tifoidea y 110,582 casos de salmonelosis no tifoideas, siendo los estados
de Chiapas, Coahuila, Sinaloa, Tabasco y Tamaulipas, los de mayor nimero de casos
reportados (SUIVE, 2007).




* Islas de patogenicidad de Salmonella (SPI’s)

La gravedad de una infeccion por Salmonella depende del tipo y del estado
inmunolégico del hospedador, asi como de la virulencia de la bacteria. Esto tltimo lo
determinan los llamados factores de virulencia, que incluyen toxinas, adhesinas,
sistemas de secrecion y proteinas efectoras.

Se ha estimado que aproximadamente el 4% del genoma de S. Typhimurium se
requiere para la infeccion en el raton, lo cual se traduce en més de 200 genes para la
virulencia (Bowe ef al, 1998). La necesidad de tener muchos determinantes para la
virulencia refleja las complejas interacciones que establece Salmonella con la célula
hospedadora. La sobrevivencia de la bacteria en el hospedador resulta de un riguroso
control de la expresion de muchos genes que actiian en el momento y lugar adecuados.

Muchos de los genes necesarios para la virulencia de Salmonella estan
codificados en regiones particulares del genoma conocidas como islas de patogenicidad
de Salmonella (SPI, de Salmonella Pathogenicity Islands) (Marcus et al., 2000).

En general, las islas de patogenicidad (PI, de Pathogenicity Islands) pueden
encontrarse en patéogenos tanto de humanos, como de plantas y animales (Hacker y
Kaper., 2000; Groisman y Ochman, 1996). Estas islas pueden ser reconocidas debido a
que presentan las siguientes caracteristicas:

» Contienen genes que codifican factores de virulencia.

» Estan presentes en los genomas de organismos patégenos pero ausentes en
aquellos no patégenos de la misma especie o de especies relacionadas.

» Ocupan regiones del genoma relativamente grandes; la mayoria abarca regiones
de ADN desde 10 a 200 kb. Regiones mas pequefias que también codifican
factores de virulencia, son llamadas islotes.

» Difieren del resto del genoma en su contenido de C+G y en el uso de codones, lo
que refleja su probable adquisicion mediante transferencia génica horizontal.
Para el caso especifico de Salmonella, las SPI’s tienen un contenido de GC bajo
(entre 37% y 47%) en relacion al resto del genoma (52%) (Marcus et al., 2000).

» Se encuentran flanqueadas por secuencias pequenas repetidas directas (DR), que
pudieron haberse generado después de la integracion de regiones especificas de
las PI en el genoma hospedador mediante recombinacion.

» Frecuentemente estan asociadas con genes de ARN de transferencia (ARNt), lo
que también refleja su adquisicion via transferencia horizontal puesto que éstos
act@ian como sitios de integracion de ADN extrafio.

» Llevan genes funcionales o cripticos que codifican factores de movilidad, tales
como integrasas y transposasas, asi como elementos de secuencias de insercion.

Los genes presentes en las SPI tienen un papel crucial dentro de la patogénesis
de las infecciones causadas por Salmonella, ya que contribuyen a la invasion de las
células del hospedador y a la patogénesis intracelular del microorganismo.

Hasta ahora se han reportado 10 SPI’s; algunas se conservan entre los miembros
del género Salmonella, mientras que otras son especificas de ciertos serotipos (Hensel,




2004). Ademas, existen otras regiones cromosomales con caracteristicas de islas, pero
sin una funcion clara en la patogénesis de Salmonella (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de las SPI’s

. .. | Tamano |, Punto de . .o .. | Variabilidad Funciones de
Designacion en kb 7GHC insercion Distribucién (estabilidad) virulencia
SSTT*, consumo de
SPI-1 39.8 47 | fhemus | Seimonella | oo ervada e
spp. Invasion a células
epiteliales
SSTT, sobrevivencia y
SPI-2 39.7 44.6 tARNvalV | S.enterica | Conservada replicacion
intracelular
SPI-3 17.3 473 tARNsel/C Salr;apo;ella Variable Consumo de Mg
SPI-4 23.4 44.8 tARN like Salr;apo;ella Conservada Desconocido
SPI-5 7.6 43.6 tARNserT Salr;apo;ella Variable Efectores de SSTT
SPI-6 (SCIY'| 59 | 515 | tARNaspV S“‘;ﬁ}"l\;glb’ 02 Fimbria
SPI-7 Serotipos de Antigeno Vi, pili,
MPD) 133 497 tARNpheU subsp. I Inestable <onE
( p P
SPI-8 68 | 381 | tARNpheV STG;‘;L?T 02 Desconocido
SPI-9 16.3 56.7 Profago Segﬁgssslde .? Toxina putativa
SPI-10 32.8 | 466 | tARNleuX Segﬁgf;slde 02 Fimbria Sef
SGI-1° 43 | 484 | thdFoyiay | STOUPOSIC T rppiapge | © genes de resistencia
subsp. | a antibidticos
d o o Subsp. IlIa, o Consumo de Fe de alta
HPI A A tARNasnT 1Ib, IV A afinidad

 Salmonella chromosomal island

b Major pathogenicity island
¢ Salmonella genomic island
4 High pathogenicity island

EI I .
Sistema de secrecion tipo 3

SPI-1 y SPI-2 son las SPI mas estudiadas en Sal/monella; ambas codifican un

sistema de secrecion tipo tres (SSTT) (Hansen-Wester y Hensel, 2001), asi como
muchas de las diferentes proteinas efectoras y chaperonas que son esenciales en
diferentes etapas de la infeccidon y que son translocadas hacia la célula hospedadora

mediante el SSTT codificado en cada SPI.




SPI-1

SPI-1 se encuentra localizada en el centisoma 63 de S. Typhimurium, insertada
entre los genes fhlA y mutS. Comprende aproximadamente 40 kb, y contiene al menos
39 genes (Ochman y Groisman, 1996) (Fig. 1), que pueden ser divididos en categorias
funcionales que incluyen: genes que codifican los componentes del SSTT, genes que
codifican proteinas involucradas en la regulacion de la expresion de los genes de la isla,
y genes que codifican las proteinas efectoras y sus chaperonas.

Esta isla se encuentra presente en S. bongori y todas las serovariedades de S.
enterica; probablemente fue adquirida en la evolucion temprana de S. enterica. Se ha
reportado que algunos genes de esta isla son parecidos en tamafio, ordenamiento y
orientacion, a los genes de invasion del plasmido de virulencia de Shigella (Mirold et
al., 2001).

La contribucién de SPI-1 a la virulencia de Salmonella depende de la habilidad
de su SSTT para translocar proteinas efectoras en el citosol de las células hospedadoras
(Marcus et al, 2000; Zhou y Galéan, 2001).

El SSTT de esta isla estd codificado por los loci inv/spa, prg, org y sip. El
inyectisoma del SSTT codificado en esta isla consiste de un par de anillos basales
compuestos de las proteinas PrgK, PrgH e InvG y de una estructura tipo aguja formada
por la proteina Prgl.

Se han identificado al menos 13 proteinas efectoras: AvrA, SipABCD, SIrP,
SopA, SopB, SopD, SopE, SopE2, SptP y SspH (Lostroh y Lee, 2001b). Estas proteinas
modifican diferentes rutas de transduccion de sefiales en las células hospederas, lo que
favorece la invasion de la bacteria a las células epiteliales del hospedero; sin embargo,
el mecanismo de accion de algunas de ellas no es claro, o no ha sido elucidado aun.

En la tabla 2 se muestran las caracteristicas de algunas proteinas efectoras que
son translocadas mediante el SSTT codificado en SPI-1.
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Fig. 1 Mapa de SPI-1. Las flechas indican el sentido de la transcripcion de cada
gen o grupo de genes.




SPI-2

La SPI-2 se localiza en el centisoma 31, insertada entre los genes tRNA vall'y
ORF242; abarca 40 kb y contiene 44 genes. Esta se ha divido en dos segmentos, los
cuales se estima fueron obtenidos en diferentes eventos de transferencia horizontal
(Hensel et al., 1999a) (Fig. 2). El fragmento pequeno, de 14.5 kb, esta presente en S.
bongori 'y S. enterica; contiene 7 genes cuya funcidén se desconoce y 5 genes tfr que
codifican una tetrationato reductasa y el sistema de dos componentes que regula la
expresion de ésta. Esto capacita a la bacteria para utilizar componentes sulfurados,
como el tetrationato, como aceptores de electrones para la respiracion bajo condiciones
anaerobicas (Hensel, 2000); sin embargo estos genes no son esenciales para la
virulencia (Hensel et al., 1999b). El otro fragmento, de 25.3 kb, contiene los genes
necesarios para la virulencia del microorganismo y esta presente so6lo en S. enterica
(Hansen-Wester y Hensel, 2001).

Estos genes se encuentran organizados en al menos 4 grupos: ssa (secretion
system apparatus), ss7 (secretion system regulator), ssc (secretion system chaperone) y
sse (secretion system effector) (Marcus et al, 2000).

El primero incluye los genes que codifican los componentes estructurales del
SSTT, ssaBCDEGHIJKLMVN-U (Cirillo et al., 1998; Hensel et al., 1998). Los genes
sse y ssc se transcriben como un solo operdn de 9 genes; en el grupo sse se encuentran
los genes que codifican las proteinas efectoras del sistema, ssed4-G. El grupo ssc
codifica las proteinas chaperonas del SSTT, SscA y SscB, las cuales tienen homologia
con la familia LerH/Ippl/SicA de chaperonas de secrecidn tipo tres (Marcus et al.,
2000). El operon ssr estd constituido por ssrd y ssrB, que codifican un sistema
regulador de dos componentes, requerido para la expresion de los genes sse, ssa 'y ssc
(Hensel, 2000).

Al igual que SPI-1, la contribucion de SPI-2 a la virulencia de Salmonella se
debe a que a través del SSTT codificado en esta isla se secretan varias proteinas
efectoras (Hansen-Wester y Hensel, 2001), lo cual es necesario para que esta bacteria
se pueda replicar dentro

de los macréfagos de su hospedero. En la tabla dos se indican las caracteristicas de
algunas proteinas efectoras que son translocadas via el SSTT de la SPI-2.




SPI-2
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Fig. 2 Mapa de SPI-2. Los genes en color blanco y naranja constituyen el fragmento
pequeiio de 14.5 Kb, mientras que el resto conforman el fragmento que contiene los genes
importantes para la virulencia de Salmonella. Las flechas indican el sentido de la
transcripcion de cada gen o grupo de genes.




Tabla 2. Proteinas sustrato de los SSTT codificados en SPI-1 y SPI-2
EFECTORES SECRETADOS ViA EL SSTT DE LA SPI-1

Proteina LEC

AvVrA
“avirulence factor
A”

SPI-1

SipA
“Salmonella
invasion protein”

SPI-1

SipB
“Salmonella
invasion protein”

SPI-1

SipC
“Salmonella
invasion protein”

SPI-1

SipD
“Salmonella
invasion protein”

SPI-1

SopA
“Salmonella outer
protein”

SPI-1

SopB  “Salmonella
outer protein” en S.
Dublin
SigD “Salmonella

SPI-5

Actividad
bioquimica y/o
funcion conocida
in vivo

proteina
antiinflamatoria
estimula la
apoptosis en las
células epiteliales

Se une a actina y la
estabiliza
inhibiendo su
despolimerizacion;
migracion de
granulocitos PMN

Unidn y activacion
de caspasa-1.
Translocacién de
efectoras de SPI-1.
Responsable de
formar poros en la
membrana de la

célula hospedadora.

Induccion de
apoptosis en
macrofagos
Polimerizacion de
actina.
Responsable de
formar poros en la
membrana de la

célula hospedadora.

Translocacion de
efectoras de SPI-1.
Translocacion de
efectoras de SPI-1.
Responsable de
formar poros en la
membrana de la

célula hospedadora.

Induccion de
enteritis

Inositol fosfato
fosfatasa.
Activacion de
fosfolipasa C.

Comentarios

Homologia con
Yopl de Yersinia
y Avrxv de
Xanthomonas
campestris, un
patoégeno de
plantas.

Su chaperona es
SicA

Comparten un
dominio
hidrofébico
presente en la
familia RTX
(toxina formadora
de poro)

Referencias

Collier-Hyams et al., 2002
Marcus et al., 2000
Hardt y Galan, 1997

Hansen-Wester y Hensel,
2001
Lee et al., 2000b
Zhang et al., 2002
Zhou et al., 1999a
Zhou et al., 1999b
Zhou y Galan, 2001

Hersh et al., 1999
Santos et al., 2001

Zhou y Galan, 2001
Hersh et al., 1999
Hayward et al., 1999

Collazo y Galan, 1997

Wood et al., 2000
Zhang et al., 2002
Lee et al., 2000b

Feng et al., 2001
Galyov et al., 1997
Wood et al., 1998
Norris et al., 1998




invasion genes” en
S. Typhimurium

SopD
“Salmonella outer
protein”

InvJ

SopE
“Salmonella outer
protein”

SopE2
“Salmonella outer
protein”

SptP
“Salmonella protein
tirosin phosphatase”

SPI-1

SPI-1

profago
centisoma
61

SPI-1

SPI-1

Inhibe la
exportacion de
RNA mensajero
nuclear.
Afecta homeostasis
de cloro.
Polimerizacion de
actina

Induccion de
enteritis

Translocacion de
proteinas efectoras
GEF, activa las
GTPasas Cdc42 y
Rac
Polimerizacion de
actina, produccion
de citocinas
GEF; activa
GTPasa Cdc42
Polimerizacion de
actina
GAP
Tirosina fosfatasa;
citotoxina
Reordenacion de
los rearreglos del
citoesqueleto de
actina

comparten 70%
de identidad

Similar a YopE
(regidon amino
terminal) y YopH
(regidn carboxilo
terminal) de
Yersinia

EFECTORES SECRETADOS ViA EL SSTT DE LA SPI-2

Proteina

SsaB (SpiC)
“secretion system
apparatus”

SseB
“secretion system
effector”

SseC
“secretion system

LEC

SPI-2

SPI-2

SPI-2

Actividad
bioquimica y/o
funcion conocida
in vivo

Inhibe fusién de
SCV’s con
lisosomas y
endosomas.

Induccion de 1L-10.

Translocacion de
otras efectoras.

Translocador de
efectoras

Translocador;
Insercion en la

Comentarios

Homologo de
EspA de EPEC,
una proteina
involucrada en la
formacion de un
filamento de
superficie
Homologo de
YopB de

Zhou et al., 2001

Jones et al., 1998
Zhang et al., 2002

Friebel et al., 2001
Hardt et al., 1998
Bakshi et al., 2000
Stender et al., 2000
Zhang et al., 2002

Kaniga et al., 1996
Fuy Galan, 1999
Fuy Galan, 1998

Referencias

Uchiya et al., 1999

Freeman et al., 2002
Kuhle y Hensel, 2004

Véazquez-Torres et al.,

2000
Knutton et al., 1998

Waterman y Holden, 2003

Klein y Jones, 2001




effector”

SseD
“secretion system
effector”

SspH1**

SspH2

SseF
“secretion system
effector”
SseG
“secretion system
effector”
SifA

“Salmonella-induced

filaments”
SifB

“Salmonella-induced

filaments”

Ssel
“secretion system
effector”

SseJ
“secretion system
effector”

SopD2
“Salmonella outer
protein”

SIrP **

SPI-2

Profago
Gipsy-3

fago

SPI-2

SPI-2

islote

islote

Profago
Gipsy-2

fago

islote

Islote

membrana de
células blanco

Translocador

Funcioén en las
infecciones
gastrointestinales de
S. Typhimurium en
el modelo bovino

Inhibe
polimerizacion de
actina.
Funcioén en las
infecciones
gastrointestinales de
S. Typhimurium en
el modelo bovino

Formacion de Sif’s.
Empaquetamiento
de microtibulos
Formacion de Sif’s.
Empaquetamiento
de microtibulos
Formacion de Sif’s.
Integridad de
SCV’s

L?

L?
Integridad de
SCV’s.
Modifica los lipidos
de membrana de las
SCV’s para facilitar
la replicacion y
division celular ¢?
Formacion de Sif’s.
Importante en
virulencia en
ratones
Factor de
adaptacion a

Yersinia, que es
una proteina
formadora de

poro

Homologo of
EspB de EPEC

Comparten 69%
de identidad,
contienen
secuencias
repetidas ricas
en leucina 'y
presentan
similitud con las
efectoras IpaH
de Shigella
flexneriy YopM
de Yersinia,
respectivamente

30% de identidad
con SifA

Se localiza en
sitios donde
polimeriza el
citoesqueleto de
actina (después de
la translocacion)

Similitud con
enzimas
lipoliticas

42% de identidad
con SopD

Homologia con
IpaH de Shigella

Klein y Jones, 2001

Waterman y Holden,
2003
Miao et al., 1999
Kuhle y Hensel, 2004
Miao et al., 2003

Kuhle y Hensel, 2004
Kuhle y Hensel., 2002
Cirillo et al., 1998
Hensel et al., 1998

Beuzon et al., 2000
Kuhle y Hensel, 2004
Brumell et al., 2002
Freeman et al., 2003
Waterman y Holden, 2003
Guiney y Lesnick, 2005

Waterman y Holden, 2003
Kuhle y Hensel, 2004
Miao et al., 2003

Freeman et al., 2003
Waterman y Holden, 2003

Kuhle y Hensel, 2004
Brumell et al., 2003
Waterman y Holden, 2003
Guiney y Lesnick, 2005

Tsolis et al., 1999




hospedero flexneri'y YopM

.? de Yersinia pestis.
PipB SPI-5 .? Presente en MRD Guiney y Lesnick, 2005
PipB2 .? .? Presente en MRD Knodler et al., 2003

LEC: localizacién en el cromosoma; PMN: polimorfonucleares; GEF: guanine echange factor; GAP:
GTPase activating protein; SCV: Salmonella containing vacuole; Sif: Salmonella-induced filament;
MRD: microdominios resistentes a detergentes; ¢? Desconocido o no muy claro. **También es
translocado via el SSTT de SPI-1

* Sistemas de secrecion tipo III (SSTT)

Los SSTT complejos organelos compuestos por mas de 20 proteinas. Algunas de
estas proteinas estan organizadas formando parte de una estructura supramolecular
conocida como el complejo de aguja o inyectisoma. Este aparato atraviesa las
membranas bacterianas interna y externa y esta constituido a base de proteinas que se
ensamblan en un proceso altamente regulado.

Citoplasma célula
hospedadora

Efectora

Membrana del
hospedero (SPI1-1) o
membrana de la SCV

SP1-2)

Membrana
externa

Periplasma

Membrana
interna

Citoplasma de ATPasa
Salmonella

Figura 3. Modelo de los SSTT codificados en SPI-1 y SPI-2

El ensamblado de estas estructuras ocurre de manera secuencial y ordenada.
Como primer paso, aquellas proteinas destinadas a formar la base del complejo son
secretadas a través de la membrana bacteriana interna por un mecanismo sec-
dependiente. Una vez en el periplasma, estas proteinas forman un complejo que se
asocia con proteinas de la membrana interna. El complejo resultante es competente para
la exportacion unicamente de aquellas proteinas que son necesarias para formar el
complejo de aguja. Una vez que éste estd formado, esta maquinaria es capaz de secretar




las proteinas destinadas a ser liberadas hacia el interior de las células hospedadoras
(Zhou y Galan, 2001).

El propésito bioldgico de los SSTT es translocar las proteinas del citosol
bacteriano, a través de membranas lipidicas, hacia el hospedador eucaridtico,
funcionando asi como una “jeringa molecular”. A diferencia de otros sistemas de
secrecion, las proteinas que son translocadas via el SSTT, lo hacen mediante un
mecanismo sec-independiente, es decir, no presentan una secuencia amino terminal
(péptido senal) que sea reconocida y cortada en el periplasma, sino que son
transportadas desde el citoplasma bacteriano hasta la célula eucariotica directamente
(Thanassi y Hultgren, 2000).

El SSTT es exclusivo de bacterias Gram negativas y estd presente en gran
variedad de especies, en las que lleva a cabo funciones que van desde efectos
antifagociticos y citotoxicos en las células hospedadoras, invasion de las células
hospedadoras y patogénesis intracelular, hasta el establecimiento de relaciones
simbidticas (Kuhle y Hensel, 2004).

Mucho se ha discutido sobre el hecho de que los inyectisomas y el flagelo
bacteriano estan evolutivamente relacionados debido a que comparten similitudes
estructurales y funcionales, sin embargo hasta ahora su relacion filogenética precisa es
desconocida (Blocker et al., 2003; Pallen et al., 2005).

* Mecanismos moleculares en la patogénesis de Salmonella

Salmonella entra al hospedador por via oral a través de agua y de alimentos
contaminados. Usualmente s6lo un pequeiio porcentaje de los microorganismos
ingeridos es capaz de sobrevivir el pH acido del estomago y llegar al intestino delgado,
donde entran en contacto con los enterocitos y las células M de las placas de Peyer
(Audia et al., 2001; Jones et al., 1994). En la figura 4 se muestran los eventos en la
patogénesis de la infeccion de Salmonella y los genes de virulencia asociados.

La adherencia es un paso importante durante la colonizacion intestinal; su papel
durante la invasion parece ser la seleccion de una célula blanco para utilizarla como
puerta de entrada. La adherencia fimbrial puede cumplir varias funciones durante la fase
intestinal de la infeccion, al mediar la adhesion hacia varios tipos celulares.

El genoma de cada serotipo del género Salmonella contiene un gran nimero de
operones fimbriales que codifican una amplia variedad de fimbrias con distinta
especificidad de union y que pueden actuar sinérgicamente durante la infeccion. Se ha
propuesto que cada operdn es requerido Unicamente para la adhesion e invasion de una
linea celular individual (Baumler et al., 1996). Asi, la fimbria permite que la bacteria
reconozca entre diversos tipos celulares, por lo que se le ha involucrado en la
adaptacion al hospedero y, por lo tanto, podria explicar la especificidad de algunos
serotipos por un hospedador en particular.

En S. Typhimurium se encuentran 6 operones fimbriales dependientes de
chaperonas, incluyendo fim (fimbria tipo I), pef (plasmid-encoded fimbriae), s¢f (S.
typhimurium fimbriae), bcf (bovine colonization factor), saf (Salmonella fimbriae) y Ipf




(long polar fimbriae). De manera interesante, se ha reportado que ésta tltima media la
adhesion a las placas de Peyer, hecho que es importante debido a que son las células M
de las placas de Peyer los sitios que preferencialmente utiliza Salmonella para invadir
en el modelo murino (Darwin y Miller, 1999).

Salmonella se adhiere a las células del ileon y a las células M que, debido a la
ausencia del borde de cepillo, asi como de glucocalix, representan una via de entrada
ideal (Jepson y Clark, 1998). Mientras que estas células parecen ser el sitio primario de
entrada en el modelo murino, en el modelo bovino tanto los enterocitos como las células
M son invadidas por Salmonella (Frost et al., 1997).

Después del contacto con las células del epitelio intestinal, S. Typhimurium
transloca proteinas efectoras dentro del citosol de la célula hospedadora via el SSTT de
la SPI-1. Algunas de estas proteinas tienen actividad cinasa, fosfatasa o de unién a
actina. Una vez en el citosol, alteran las vias de transduccion de sefiales que promueven
cambios en el citoesqueleto, lo cual permite la formacion de proyecciones citoplasmicas
(estructuras llamadas “membrane ruffles”), que median la internalizacidén bacteriana en
las células epiteliales (Francis et al., 1993; Ginocchio et al., 1994). Este proceso es
conocido como endocitosis mediada por bacterias.

Inicialmente, SipC se une a los filamentos de actina y provoca la polimerizacién
de ésta, lo cual resulta en los rearreglos del citoesqueleto (Hayward et al., 1999; Zhou y
Galan, 2001). Por otro lado, SipA se une directamente a filamentos de actina e inhibe su
despolimerizacion (Zhou et al., 1999a). Por lo tanto, SipA puede incrementar la
estabilidad de los haces de actina que dirigen y mantienen el “ruffling” de la membrana
y los filopodios que finalmente englobardn e internalizaran a la bacteria. De esta
manera, SipC es esencial para la nucleacion de actina, mientras que SipA actua
mejorando la eficiencia de este proceso.

SopE y SopE2 se comportan como GEF (guanine exchange factor) y de esta
manera son las proteinas responsables de activar las GTPasas de la familia Rho,
incluyendo Cdc42 y Rac, las cuales son moduladoras del citoesqueleto (Bakshi et al.,
2000; Stender et al., 2000; Friebel et al., 2001). La activacion de estas dos GTPAsas
provoca el reclutamiento y activacion de proteinas del sindrome de Wiskott-Aldrich
(WASP), tales como proteinas de la familia SCAR (supressor of cAMP
receptor)/ WAVE (WASP-family verprolin homology protein), lo cual promueve la
polimerizacidén y nucleacion de actina mediante la activacion del complejo Arp2/3
(actin-related protein2/3) (Criss y Casanova, 2003).

Posteriormente, SptP revierte los rearreglos del citoesqueleto provocados por
SopE, al desactivar a las GTPasas Cdc42 y Racl; de esta manera restaura la estructura
normal del citoesqueleto (Fu y Galan, 1998). Esto indica que Salmonella es capaz de
regular en su favor los procesos celulares existentes en las células.
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Fig. 4 Modelo de los eventos involucrados en la patogénesis de Salmonella. CM: células M;
E: células epiteliales; C: citocinas; PEEC: pathogen-elicited epithelial chemoattractant; M: macrofagos;
SCV: Salmonella-containing vacuoles.

Se ha propuesto que los neutréfilos tienen un papel muy importante en la diarrea
inducida por Salmonella, debido a que modelos animales como el raton, que no
desarrolla diarrea, responden a la infeccién con un infiltrado mononuclear (macréfagos)
principalmente (Santos et al., 2001). Por otro lado, la administracion de farmacos anti-
inflamatorios o sustancias que reducen las reservas de neutrdfilos, provoca la
disminucion en la secrecion de fluido intestinal inducido por la infeccién con
Salmonella (Gianella et al., 1975). Ademas, la respuesta inflamatoria caracterizada por
infiltracion de neutréfilos, precede a la secrecion de fluido intestinal en infecciones por
S. Typhimurium (Santos et al., 2003).

En conjunto, las proteinas SipA,  SopA, SopB, SopDy SopE2, inducen la
diarrea y las respuesta inflamatoria en las infecciones por Salmonella (Zhang et al.,
2002).

SopB, con su actividad de inositol fosfato fosfatasa, media la secrecioén de
fluidos al aumentar la secrecion de cloro como consecuencia de la hidrodlisis del
fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PI3), que es un inhibidor de la secrecion de cloro
dependiente de calcio (Galyov et al.,1997; Wood et al., 1998; Feng et al., 2001).




Ademas, su actividad produce 1,4,5,6-tetrakisfosfato, una molécula que induce la
secrecion de cloro (Norris et al., 1998). SopD tiene un efecto aditivo al de SipB. Las
proteinas SipA y SopA estan involucradas en la induccion de migracion transepitelial de
los neutréfilos (Lee ef al., 2000b)

La entrada de Salmonella a las células epiteliales induce el incremento de calcio
intracelular, lo que provoca la expresion y liberacion de interleucina 8 (IL-8), un factor
quimiotactico para los neutrofilos. Este proceso es dependiente de MAPcinasas y de un
SSTT funcional (Eckmann et al., 1993). El papel de la IL-8 consiste en reclutar a los
neutrofilos hacia el espacio subcelular. Posteriormente, otro quimioatrayente conocido
como PEEC (pathogen-elicited epithelial chemoattractant), induce la migracion
transepitelial de estas células (McCormick et al., 1998).

La exacerbada respuesta inflamatoria ocasiona la acumulacion de células
inflamatorias y fluido rico en proteinas en el lumen intestinal; ademas de la migracion
transepitelial de los neutréfilos, hecho que destruye la integridad del epitelio, agravando
la enfermedad gastrointestinal (Santos et al., 2003). Debido a la liberacion de proteasas,
se produce la necrosis extensiva de la mucosa intestinal, lo que provee un sustrato
adecuado para la proliferacion bacteriana y facilita posteriormente la liberacion de la
bacteria hacia el medio ambiente y la contaminacién de éste.

Después de la invasion de las células, la bacteria llega a la porcion basal del
epitelio, donde es fagocitada por los neutrofilos atraidos y por los macréfagos presentes
en la ldmina propia. De esta manera, las bacterias son diseminadas dentro de las células
fagociticas hacia el higado y el bazo. Se ha reportado que S. Typhimurium puede llegar
a higado y a bazo por una ruta alterna que no requiere colonizacién intestinal o invasion
de células epiteliales intestinales. En esta via, la bacteria es transportada directamente
desde el lumen del intestino a la circulacion sanguinea, bazo e higado mediante
fagocitos que expresan CD18 (Vazquez-Torres ef al., 1999).

Dentro de las células, la bacteria permanece dentro de una vacuola (Sa/monella-
containing vacuole; SCV), donde empieza a replicarse. Una propiedad importante para
la virulencia de Salmonella es el ser un patégeno intracelular facultativo que puede
sobrevivir y multiplicarse en el interior tanto de los fagocitos profesionales como las
células no fagociticas, en las SCV’s (Garcia del Portillo, 2001; Hansen-Wester y
Hensel, 2001). Las SCV de las células epiteliales contienen concentraciones limitantes
de magnesio y fierro, y un pH moderadamente 4cido.

Salmonella transloca a través de la membrana de las SCV’s, varias proteinas
efectoras hacia el citosol de la célula hospedadora mediante un segundo SSTT, el
codificado en la SPI-2. Las funciones moleculares de la SPI-2 no han sido
caracterizadas con tanto detalle como las de la SPI-1, y s6lo se ha sugerido una probable
funcién para algunas de las proteinas efectoras. Algunos estudios han demostrado que la
SPI-2 es requerida para la inhibicion de varias etapas de la via endocitica, incluyendo la
fusion entre los lisosomas y las SCV’s, la muerte dependiente de oxidasas NADPH por
parte de los macrofagos, la muerte celular tipo apoptosis, el control de la dindmica de
las SCV’s, el ensamblado de una red de actina alrededor de las SCV’s y la interferencia
con la localizacion de sintasas de oxido nitrico (iNOS) en las SCV’s (Uchiya et al.,
1999; Vazquez-Torres et al., 2000; Beuzon et al., 2000., Méresse et al., 2001; Catron et
al., 2002; Chakravortty et al., 2002; Kuhle y Hensel, 2004).




Estudios en células epiteliales han revelado que alrededor de las 4-6 horas post-
infeccion, la reorganizacion de membranas endosomales inducidas por la bacteria
comienza a ser evidente por la aparicion de Sif’s. Estos son estructuras filamentosas y
tubulares que se originan a partir de las SCV’s y se extienden desde la membrana de
estos compartimentos a través de la célula entera, eventualmente conectando SCV’s
separadas. Un estudio reveld que estas proyecciones también se forman en los
macrofagos (Kuhle y Hensel, 2004).

Los Sif’s aparecen cuando la bacteria inicia su replicacion; su formacioén ocurre
sobre un sostén de microtubulos. Las efectoras SseF y SseG son reponsables de inducir
el reclutamiento masivo de microtiibulos en estadios tardios de la infeccion, mientras
que SifA es la principal proteina efectora necesaria para la induccion de estas
estructuras (Kuhle y Hensel, 2004). SifA es requerida para mantener la integridad
membranal de las SCV’s, ademas, es esencial para la sobrevivencia intramacréfago
(Beuzon et al., 2000). La funcién de los sif’s no se ha elucidado; pero varias proteinas
efectoras, entre ellas PipB, SifB y SopD2, se localizan en estos filamentos (Waterman y
Holden, 2003; Guiney y Lesnick, 2005).

S. enterica ha desarrollado diferentes mecanismos para evadir el dafo causado
por componentes antimicrobianos tales como las especies reactivas toxicas de oxigeno
(ROI) o los intermediarios de nitrégeno (RNI). Las proteinas secretadas de SPI-2
interfieren con el trafico de oxidasas NADPH hacia las SCV’s y evitan, por tanto, la
exposicion hacia estos metabolitos (Vazquez-Torres y Fang, 2001). Se ha propuesto que
SseB es necesaria para prevenir la localizacion de NDPH oxidasa, asi como la
formacion de radicales reactivos de oxigeno en la membrana del fagosoma de
macrofagos murinos. Sin embargo, no se sabe si este efecto es debido a la actividad
directa de SseB dentro del macréfago o si esta proteina se requiere para translocar otras
proteinas al interior de los macrofagos (Vazquez-Torres et al., 2000).

Por otro lado, SpiC interfiere con el trafico celular al inhibir la fusion de los
fagosomas que contienen a Salmonella con los lisosomas, evitando asi la exposicion a
las enzimas lisosomales (Uchiya et al., 1999). Se han reportado dos proteinas blanco
para SpiC, llamadas TassC y Hook3. Se ha propuesto que la primera podria ser
requerida para la fusion de distintos compartimentos endosomales con el fagosoma,
mientras que la segunda es miembro de una familia de proteinas involucrada en trafico
celular y se ha propuesto que une organelos especificos a los microtibulos (Kuhle y
Hensel, 2004). Asi mismo, se ha reportado que SpiC es necesaria tanto para la secrecion
in vitro de SseB, SseC y SseD, como para la translocacion de proteinas efectoras
dependientes del SSTT de la SPI-2 de la bacteria contenida en la vacuola, hacia el
citosol de los macrofagos infectados (Freeman et al., 2002).

Aunado a lo anterior, Salmonella expresa enzimas que inactivan directamente
radicales toxicos de oxigeno y nitrégeno, como la homocisteina (gen metL). Ademas
produce superoxidodismutasas (SODs) como Fe-SOD (sodB), Mn-SOD (sodA), Cu, Zn-
SOD (sodC) (Figueroa y Verdugo-Rodriguez, 2005).

Se ha reportado que la capacidad para crecer dentro de los macrofagos depende
de la especificidad de hospedador del serotipo de Salmonella involucrado. Asi, el
serotipo Typhimurium tiene mayor capacidad para proliferar dentro de macrofagos




murinos, mientras que el serotipo Typhi crece mejor en macrofagos humanos (Schwan
et al., 2000).

La proteina SseJ es 30% idéntica a una acetiltransferasa de Aeromonas; debido a
esto se ha sugerido que su funcion es modificar los lipidos de membrana de las SCV’s
para facilitar la replicacion y division celular (Waterman y Holden, 2003).

SseG localiza las SCV’s en la cercania del aparato de Golgi de la célula
hospedadora; se ha demostrado que es necesario un Golgi intacto y funcional para que
la replicacion intracelular de Salmonella se lleve a cabo (Salcedo y Holden, 2003). Se
ha sugerido que el contacto cercano entre las membranas del SCV’s y el Golgi podria
facilitar eventos de fusion transitorios entre estos dos compartimentos, lo que resultaria
en la adquisicion de moléculas requeridas por Sal/monella para proliferar.

La formacién de una red de actina alrededor de las SCV’s es importante para el
mantenimiento de la integridad de estas membranas, asi como para la replicacioén
intracelular de Salmonella en los macrofagos. En estos eventos participan SspH2 y Ssel,
que interactuan con el citoesqueleto de actina (Kuhle y Hensel, 2004).

Después de que las bacterias se han replicado, se liberan hacia el torrente
sanguineo y causan septicemia y la invasion generalizada en el organismo; de esta
forma llegan a colonizar 6rganos como el higado y el bazo, entre otros (Jones y Falkow,
1996; Hansen-Wester y Hensel, 2001).

Se ha reportado que S. Typhimurium puede inducir la muerte celular en
macréfagos. Se han descrito tres diferentes formas de citotoxicidad en macrofagos
infectados. La primera es dependiente de SPI-1, se lleva a cabo 40 min después de la
infeccion y es mediada por la interaccion de SipB con la caspasa-1, una proteasa
conocida como enzima convertidora de IL-1f3, ya que activa a esta potente citocina pro-
inflamatoria (Arai ef al., 1995; Hersh et al., 1999). Debido al requerimiento de caspasa-
1 y a la naturaleza proinflamatoria de este proceso, asi como las diferencias que
presenta con la apoptosis, se ha propuesto el nombre de “piroptosis”, como un término
que describe la muerte celular programada proinflamatoria (Cookson et al., 2001).

Un segundo mecanismo retardado se da 4-6 horas después de la infeccion e
involucra la activacion de las caspasas 2, 3, 6 y 8 y estd asociado con la liberacion de
citocromo ¢ de la mitocondria. En este caso, también se encuentra involucrado SipB
(Kuhle y Hensel, 2004).

El tercer mecanismo es SPI-1 independiente y se presenta 6 horas después de la
infeccidn, siendo morfologicamente mas aparente entre las 12 y 14 horas posteriores a
la infeccion. El regulador de respuesta OmpR y los genes de SPI-2 son requeridos para
la induccidn de este mecanismo, aunque los efectores de SPI-2 involucrados no han sido
identificados (Kuhle y Hensel, 2004).

Para llevar a cabo el estudio de las patologias humanas causadas por Salmonella,
los modelos animales han sido una herramienta invaluable. S. Typhimurium causa en
los ratones una enfermedad sistémica que semeja la que causa S. Typhi en humanos. Por
tal motivo, las infecciones de ratones se emplean como modelo para el estudio de la
enfermedad sistémica (fiebre tifoidea). Por otro lado, S. Typhimurium provoca en los




becerros nicamente enfermedad intestinal, por lo que las infecciones en estos animales
se emplean como modelos para el estudio de la enfermedad intestinal (gastroenteritis no
tifoideas) (Santos ef al., 2001).

Por otro lado, los ensayos con cultivos celulares son de utilidad para estudiar
etapas especificas de la infeccion, ya que permiten evaluar los eventos que se dan
durante la interaccion microorganismo-célula hospedadora. Se han empleado cultivos de
macrofagos o de células epiteliales, para estudiar la replicacidon intracelular de
Salmonella y su mecanismo de invasion, mediados por genes de SPI-2 y SPI-1,
respectivamente.

De acuerdo a los eventos que se presentan durante el establecimiento de la
infeccion por Salmonella, los genes que se encuentran en SPI-1 son necesarios para
iniciar la infeccion intestinal, es decir, para la invasion de las células epiteliales (Galan y
Curtis, 1989; Ochman et al., 1996). Asi mismo, los genes de la SPI-2 son importantes
para la sobrevivencia y replicacion dentro de los macrofagos y, por lo tanto, para el
establecimiento de la infeccion sistémica (Shea et al., 1996; Hensel et al., 1998). Asi,
mutantes en genes de SPI-1 estdn severamente afectadas en la invasién a células
epiteliales en cultivo y presentan atenuacion en el modelo bovino para producir la
infeccidn gastrointestinal; sin embargo, esto no se presenta en el modelo murino (Galan
y Curtis, 1989; Ochman et al., 1996). Mientras que mutantes en genes de SPI-2 estan
afectadas en su capacidad de replicarse dentro de macrofagos y presentan una
atenuacion dréstica en la produccion de la infeccion sistémica, en el raton (Shea et al.,
1996; Hensel et al., 1998).

* Regulacion de los genes de SPI-1 y SPI-2
Regulacion ambiental

Dada su funcion en diferentes etapas de la patogénesis de Salmonella, podria
esperarse que los genes de SPI-1 y SPI-2 se expresen en respuesta a diferentes sefiales
ambientales (Fig. 5).

In vivo, se ha visto que hay una regulacion diferencial inversa de los genes de
SPI-1 y SPI-2; mientras que la expresion de los genes de SPI-2 se induce dentro de
macrdfagos, la expresion de los genes de SPI-1 se reprime (Cirillo et al., 1998; Eriksson
et al., 2003). In vitro, se ha empleado el crecimiento en el medio de cultivo rico en
nutrimentos LB (Luria-Bertani) como una condicion que favorece la expresion de los
genes de SPI-1. Para el caso de los genes de SPI-2, se ha empleado el medio minimo
con baja concentracion de magnesio y fosfato, como una condiciéon que favorece la
expresion de los genes de esta isla. Asi, las condiciones que proporcionan estos medios
de cultivo, podrian ser semejantes a las condiciones ambientales encontradas por
Salmonella en el nicho del hospedero en el que se requiere la expresion de estos genes.

El oxigeno es un factor clave dentro de la regulacion de los genes que
Salmonella necesita para invadir (Altier, 2000). La expresion de los genes de SPI-1 se
induce en condiciones de baja tension de oxigeno; esto podria explicarse por el hecho de
que el lumen del intestino delgado y el colon son anaerdbicos, mientras que el borde de
cepillo del intestino delgado se considera microaerofilico y éstos son los sitios en los




que Salmonella requiere de genes necesarios para la invasion (Jones y Falkow, 1994;
Russell et al, 2004). La alta osmolaridad del intestino (mayor a 300 mOsm) causa
cambios en el superenrollamiento del ADN, lo que induce la expresion de los genes de
SPI-1 y favorece la invasion. (Galan y Curtis, 1990). Por otro lado, aunque el pH del
tracto intestinal varia con la dieta, el pH que existe en el intestino delgado y el colon
tipicamente fluctua entre 6 y 7; in vitro este pH también favorece la expresion de los
genes de SPI-1 (Bajaj et al., 1996).

Como resultado de los procesos digestivos y la accion de la flora bacteriana
residente, el tracto gatrointestinal de los mamiferos contiene altas concentraciones de
acidos grasos de cadena corta (AGCC), como acetato, propionato y butirato. La
concentracion de estos varia a través del tracto gastrointestinal. Bajas concentraciones
de estos acidos en el intestino delgado (30 mM), principalmente acetato, favorecen la
expresion de los genes de SPI-1 e inducen la invasion (Durant et al., 2000; Lawhon et
al., 2002). Asi mismo, altas concentraciones en el intestino grueso (200 mM),
principalmente de propionato y butirato, la suprimen, lo que indica que el ambiente
coldnico evita la invasion de esta porcion del intestino (Lawhon et al., 2002).

Existen ademas factores ambientales que no favorecen la expresion de los genes
de SPI-1. Dentro de éstos se encuentra la bilis, que es secretada en la porcion proximal
del intestino delgado, un area no usada por Salmonella para la invasion (Prouty y Gunn,
2000). Finalmente, se ha reportado que péptidos catidnicos existentes dentro de los
macréfagos también ejercen un efecto negativo sobre la expresion de genes de la SPI-1
(Bader et al., 2003).

Por otro lado, para el caso de la SPI-2, diversos estudios han mostrado que la
induccion de sus genes no se limita al interior de los macrdéfagos, sino que también
ocurre dentro de las células epiteliales infectadas. Se ha reportado que concentraciones
limitantes de cationes divalentes (calcio y magnesio) y fosfato, favorecen la expresion
de los genes de esta isla (Garcia Vescovi ef al., 1996; Deiwick et al, 1999).

Asi mismo, se ha demostrado que el pH 4cido es otra condicién que favorece la
expresion de los genes de SPI-2, ya que la inhibicion de la acidificacion del fagosoma
reduce la replicacion intracelular de S. Typhimurium. Puesto que el pH 4cido por si solo
no afecta la expresion de genes de SPI-2, se ha sugerido que existen genes cuya
expresion es inducida por bajo pH, y otros cuya expresion es inducida por otras sefales
tales como la disminucién de nutrimentos o las bajas concentraciones de los cationes
divalentes (Deiwick ef al., 1999).

La expresion de los genes de SPI-1 y SPI-2 esta controlada, ademas, por la fase
de crecimiento bacteriano, la motilidad y la utilizacion de carbohidratos (Lee y Falkow,
1990; Jones et al., 1992., Schiemann, 1995).

Reguladores positivos y negativos de los genes de SPI-1

Como ya se mencion6, ademas de las proteinas efectoras y las chaperonas, asi
como de los componentes estructurales del SSTT, en SPI-1 y SPI-2 también se
encuentran codificados reguladores transcripcionales que controlan la expresion de los
genes de estas islas (Figs. 1y 2).




La regulacion de los genes contenidos en la SPI-1 es compleja debido a la gran
cantidad de reguladores que participan en ella, por lo que hasta la fecha no se han
podido elucidar completamente los mecanismos moleculares que controlan su
expresion.

El regulador central de la SPI-1 es HilA (Hyperinvasive locus A), un miembro
de la familia de reguladores transcripcionales de OmpR/ToxR. Este regulador fue
identificado originalmente como un locus que al sobre-expresarse, conferia un fenotipo
hiperinvasivo y contrarrestaba los efectos negativos de sefiales ambientales que
reprimen la invasion, como las altas concentraciones de oxigeno (Lee et al., 1992).

HilA activa directamente los operones prg/org (phosphate repressed
genes/oxigen regulated genes) e inv/spa (Bajaj et al, 1995; Lostroh y Lee, 2001a; Altier,
2002; Jones, 2005), al unirse directamente a sus regiones promotoras, en sitios
denominados “cajas HilA” (HilA boxes). Recientemente se ha reportado que HilA
puede unirse directamente a la region reguladora de spi4 H, sicA y hilA (De
Keersmaecker et al., 2005).

HilA activa un segundo activador transcripcional, InvF, un miembro de la
familia de reguladores transcripcionales AraC/XylS, al unirse directamente a la region
reguladora de invF (Lostroh et al., 2000). InvF, a su vez, induce la expresion de los
operones sip/sic uniéndose directamente a sus regiones reguladoras (Darwin y Miller,
1999). Ademas, InvF y la chaperona SicA controlan la expresion de SopB/SigD y de
SopE, que estan codificadas fuera de SPI-1 (Eichelberg y Galan, 1999). Por lo tanto, la
accion secuencial de HilA e InvF, parece coordinar la expresion de muchos genes
requeridos para la invasion.

La expresion de HilA esta controlada por un complejo circuito de regulacion que
involucra algunos reguladores adicionales codificados en SPI-1, como HilD y HilC, los
cuales pertenecen a la familia de reguladores transcripcionales de AraC/XylS (Schechter
et al, 1999; Lucas y Lee, 2000; Schechter y Lee, 2001; Boddicker, et al, 2003;
Olekhnovich y Kadner, 2004).

HilD y HilC inducen la expresion de hilA, al contrarrestar la represion que
ejercen H-NS y Hha sobre su promotor. (Schechter et al, 1999;Lucas y Lee 2001;
Schechter y Lee 2001; Olekhnovich y Kadner, 2002; Boddicker et al., 2003).

HilD es claramente importante para la invasion, ya que en una mutante 4ilD se
afecta el fenotipo de invasion en células epiteliales y la expresion de genes de SPI-1
(Schechter et al, 1999; Akbar et al., 2003). El papel de HilC es menos claro, ya que en
una mutante 4il/C se afecta solo ligeramente el fenotipo de invasion y la expresion de los
genes de SPI-1 (Eichelberg et al., 1999; Schechter et al., 1999).

Adicionalmente, se ha reportado que HilD y HilC pueden inducir la expresion de
InvF por una via independiente de HilA, puesto que se unen a un promotor de invF que
se encuentra corriente arriba del promotor dependiente de HilA (Akbar et al., 2003). Asi
mismo, se ha descrito que HilD y HilC controlan su propia expresion y se regulan
positivamente uno al otro, creando asi un circuito complejo de regulacion por
retroalimentacion (Olekhnovich y Kadner, 2004).




Existen algunos reguladores que se encuentran fuera de la SPI-1 y que también
controlan positivamente la expresion de hilA.

CsrA y CsrB son dos reguladores que controlan la expresion de 4il4 mediante la
modulacién de los niveles de los transcritos de hi/C y hilD. La proteina CsrA
desestabiliza moléculas especificas de ARNm por interacciones en los sitios de uniéon a
ribosomas (RBS). El gen csrB codifica un ARN no traducido que antagoniza la funcioén
de CsrA uniéndose a 18-20 moléculas de éste y secuestrandolo para evitar la
degradacion del ARNm (Yang et al.,1996). Asi, el sistema regulador csrA/csrB parece
mantener niveles apropiados de los transcritos de 4ilC y hilD para la posterior
activacion de hilA.

HU, Fis, FliZ y FadD son reguladores que se requieren también para la
expresion de hilA (Pinson et al., 1999; Schechter et al., 2003; Altier, 2002; Jones,
2005). HU esta compuesto de dos unidades similares, aunque no idénticas, codificadas
por los genes hupA 'y hupB (Pinson et al., 1999; Schechter et al., 2003). Fis es una
proteina de union al ADN sitio-especifica que induce curvaturas (Wilson et al., 2001;
Schechter et al., 2003). FliZ es codificado en un operén junto con fli4 (Ikebe et al.,
1999), el cual codifica un factor sigma alternativo requerido para la expresion de genes
flagelares (Oshini et al,, 1990; Iyoda et al., 2001). FadD es una acilcoenzima A
sintetasa requerida para el consumo y degradacion de acidos grasos de cadena larga
(DiRusso et al., 1999).

Existen varios reguladores que tienen efecto negativo sobre los genes de la SPI-
1. Esto probablemente es debido a la necesidad de limitar la expresion de los genes de
Salmonella Gnicamente al sitio y momento adecuados, de lo contrario seria
improductivo y perjudicial para el propio microorganismo.

La proteasa Lon ha sido identificada como un importante regulador negativo de
la expresion de hilA. Se ha propuesto que Lon degrada a HilD bajo condiciones
ambientales represoras, con lo que controla indirectamente la expresion de hil4 (Takaya
et al., 2003; Boddicker y Jones, 2004). Por otro lado, se ha sugerido que HilE funciona
como un represor al unirse a HilD para evitar que éste active a hilA (Baxter et al., 2003).
De manera interesante, se ha encontrado que bajo condiciones represoras, HilA es capaz
de unirse a su propia regidén reguladora y autoregularse negativamente (De
Keersmaecker et al., 2005).

El sistema de dos componentes PhoP/PhoQ funciona en respuesta a las bajas
concentraciones de magnesio. Como se mencionard mas adelante, es esencial para la
expresion de los genes de SPI-2, pero también funciona como represor de los genes de
SPI-1, especificamente de los genes prgs (PhoP-repressed genes). El sistema de dos
componentes PhoR/PhoB puede también regular negativamente la expresion de 4ilA, en
respuesta a bajas concentraciones de fosfato (Lucas y Lee, 2001).

H-NS y Hha son dos reguladores globales que reprimen también la expresion de
hilA (Fahlen et al., 2001; Schechter, 2003). H-NS es una proteina tipo histona que se
une al DNA en regiones ricas en A-T y es capaz de multimerizar para formar complejos
sobre los promotores de los genes que regulan, impidiendo de esta manera su expresion
(Dorman y Deighan 2003). Se ha demostrado que H-NS es el encargado de silenciar




selectivamente genes adquiridos por transferencia horizontal, lo cual provee a la
bacteria de un mecanismo que la protege de los efectos detrimentales que puede
ocasionar la expresion no controlada de genes de nueva adquisicion (Lucchini et al.,
2006; Navarre et al., 2006). Hha es miembro de la familia de proteinas tipo histona
asociadas a nucleoide que incluye a H-NS, HU y YmoA (Fahlen et al., 2001). Ademas
de reducir significativamente la expresion de hilA, se ha reportado que la
sobreexpresion de Hha reduce la transcripcion de genes necesarios para la invasion que
son regulados por HilA, como invF, prgH y sipC (Fahlen et al., 2001) Recientemente,
en un estudio se reportd que la accion cooperativa de H-NS y Hha es la responsable del
silenciamiento de 4il/4 bajo condiciones de baja osmolaridad (Olekhnovick y Kadner,
2006). Estos dos reguladores pueden unirse individualmente a multiples sitios ricos en
A-T en las secuencias que flanquean AilA.

Reguladores positivos y negativos de los genes de SPI-2

La regulacion de la expresion de los genes de SPI-2 parece ser menos compleja
que la de los genes de SPI-1. En este caso, la expresion de los genes de SPI-2 es
dependiente del sistema de dos componentes SsrA/B, codificado en esta isla (Valdivia y
Falkow, 1997; Deiwick et al., 1999; Hensel, 2000). El sistema SsrA/B induce la
expresion de los genes de SPI-2 en respuesta a bajas concentraciones de calcio, pH bajo
y baja osmolaridad (Garmendia et al., 2003).

SsrA (SpiR), una proteina de 104 kDa, es la cinasa detectora de sefiales
ambientales que fosforila a SsrB, el cual induce entonces la transcripcion de los
operones sse, ssc y ssa. (Ochman et al., 1996). Se ha propuesto que SsrB es capaz de
unirse a su propia region reguladora e inducir su expresion (Feng ef al., 2003).

La expresion de SsrA/B es a su vez controlada positivamente por los sistemas de
dos componentes EnvZ/OmpR y PhoP/PhoQ, codificados fuera de SPI-2 (Deiwick et al,
1999; Lee et al, 2000a; Bijisma y Groisman, 2005).

El sistema EnvZ/OmpR modula la expresion de genes en respuesta a
condiciones osmoticas y de pH. Una vez que EnvZ detecta pH bajo y disminucion en la
osmolaridad, fosforila a OmpR, el cual puede unirse tanto a la region promotora de ssr4
como a la de ssrB (Feng et al., 2003; Feng et al., 2004).

El sistema PhoP/PhoQ controla mas de 40 genes de virulencia, algunos de los
cuales estan involucrados en la supervivencia intramacréfago. PhoQ es la detectora de
sefiales ambientales que fosforila a PhoP en respuesta a las concentraciones limitantes
de magnesio que existen dentro de los macrofagos (Garcia Vescovi et al., 1996). Como
ya se menciond, actia como un “switch” molecular, activando genes requeridos para la
sobrevivencia intramacrofago, mientras que reprime aquellos necesarios para la
invasion. PhoP induce la expresion del sistema SsrA/B al unirse directamente a la
region reguladora de ssrB, lo cual se ha observado tanto in vitro como in vivo, cuando
Salmonella se encuentra dentro de los macrofagos (Bijisma y Groisman, 2005).

El regulador transcripcional SlyA, de la familia de reguladores MarR/SlyA,
también actiia como regulador positivo de la expresion del sistema SsrA/B (Libby et al.,
1994). Se ha reportado que exhibe redundancia funcional con OmpR-EnvZ, ya que la




presencia de uno de ellos es capaz de compensar parcialmente la ausencia del otro
(Linehan et al., 2005). PhoP regula positivamente la expresion de SlyA, al unirse
directamente a la region reguladora del gen que codifica a este regulador (Norte et al.,
2003; Shi et al., 2004).

YdgTtiene la actividad de regulador negativo para la expresiéon de SPI-2
(Coombes et al., 2005). Esta proteina comparte una identidad de 39% y 35% con YmoA
y Hha, respectivamente, las cuales modulan negativamente la expresion de genes de
virulencia en Yersinia y E. coli (Madrid et al., 2002).

Recientemente se reportd que el regulador Hha actua como represor de la
expresion de los genes de SPI-2 antes de que la bacteria detecte los factores ambientales
que inducen su expresion, como bajas concentracione sde magnesio, de fosfato y el pH
acido (Silphaduang et al., 2007).

En la figura 5 se muestra un esquema de las redes que forman los reguladores
que controlan la expresion de los genes de SPI-1 y SPI-2.
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Fig. 5. Modelo de la regulacion de genes de la SPI-1 y SPI-2. Se muestran en violeta los
reguladores que tienen efecto sobre la expresion de genes de SPI-1 y en verde los reguladores que tienen
efecto sobre la expresion de genes de SPI-2. Las flechas truncadas significan regulacion negativa,
mientras que las flechas continuas indican regulacion positiva.




2. ANTECEDENTES

Los genes de SPI-1 se encuentran bajo un complejo control por parte de varios
reguladores transcripcionales que se encuentran codificados tanto dentro de la isla,
como fuera de ella. Sin embargo, pese a los diversos estudios que se han realizado, ain
no es claro cémo todos estos reguladores se coordinan para inducir la expresion de hilA.
Mas aun, el papel de varios de ellos es controversial ya que su efecto sélo se observa
cuando son sobre-expresados.

De los principales reguladores codificados fuera de las SPI’s, que tienen un claro
efecto en la expresion de los genes de SPI-1, se encuentra SirA (“Salmonella invasion
regulator”) (Heeb y Haas, 2001), un regulador de respuesta que forma parte del sistema
de dos componentes BarA/SirA. BarA es la cinasa detectora de sefiales ambientales. Sin
embargo, las sefiales ambientales que detecta, atin no se han identificado.

SirA es un regulador transcripcional de la familia FixJ; las proteinas de esta
familia se caracterizan por tener un dominio HTH (“Helix-turn-helix”’) de unién al ADN
en el extremo carboxilo terminal y un dominio regulador en el extremo amino terminal
(Johnston et al., 1996). SirA comparte un 96% de identidad con UvrY de E. coli y un
58% de identidad con el regulador GacA de Pseudomonas fluorescens (Johnston et al.,
1996). Ademads de éstos dos, se han reportado otros homoélogos de SirA en Erwinia
carotovora, Legionella pneumophila y Vibrio cholerae (ExpA, LetA y VarA,
respectivamente), que se requieren para la producciéon de factores de virulencia
(Eriksson et al., 1998; Wong et al., 1998). En adicion a la expresion de genes de
virulencia, los ortélogos de SirA regulan negativamente la expresion de genes flagelares
y/o la motilidad en E. coli, S. typhimurium, Pseudomonas 'y Vibrio cholerae (Goodier y
Ahmer, 2001).

BarA, la cual es un miembro de la familia de proteinas sensoras histidina cinasas
(Lawhon et al., 2002), presenta una estructura modular que consiste de un dominio
peripldsmico amino terminal, un dominio autocinasa citosélico con una histidina tipica,
un dominio regulador de respuesta con un invariable aspartato y un extremo carboxilo
terminal de fosfotransferencia que tiene una histidina (Altier et al., 2000). Las proteinas
BarA de Salmonella y de E. coli comparten un 90% de identidad (Altier et al., 2000).

El papel de SirA en la expresion de los genes de SPI-1 comenz6 a ser estudiado
cuando se encontré que en mutantes sirA se disminuye la expresion de hilA y, por lo
tanto, se encuentran atenuadas en su capacidad de invadir células epiteliales y
macréfagos, debido a la reduccién de la expresion de genes de SPI-1 (Johnston et al.,
1996; Altier et al., 2000). Ademas, la mutaciéon en sirA disminuye la capacidad de
Salmonella para provocar los signos de gastroenteritis, incluyendo la migracién de
neutrdfilos y la secrecion de flujo intestinal, en el modelo de asas intestinales ligadas de
bovinos (Ahmer et al., 1999). Asi mismo, recientemente se reportd que mutantes sirA
también se encuentran atenuadas en su capacidad para replicarse dentro del macréfago
(Chan et al., 2005).

Se ha reportado que SirA induce la transcripcion de hilA y hilC al unirse
directamente a sus regiones reguladoras, pero no puede unirse a las regiones reguladoras
de hilD e invF (Johnston et al., 1996; Teplitski et al., 2003). Sin embargo,




recientemente se reportd que SirA se requiere también para la expresion 6ptima de hilD
(Ellermeier et al., 2005). Asi mismo, se ha reportado que SirA puede inducir la
expresion de invF por una via independiente de HilA (Rakeman et al., 1999). Asi, a la
fecha no es claro como SirA regula la expresion de hilA, hilD, hilC e invF; si induce
directamente la expresion de cada uno de estos genes o si son regulados por un
mecanismo en cascada de estos genes, donde SirA estaria regulando directamente sélo
al gen que esta al principio de ésta.

Por otro lado, recientemente se propuso la existencia de un circuito de
regulacién que controla la expresion de hilA y por lo tanto del regulén SPI-1. En este
circuito estan involucrados los reguladores HilC, HilD y RtsA (Ellermeier et al., 2005).

Al igual que HilC y HilD, RtsA pertenece a la familia AraC/XylS de reguladores
transcripcionales, pero a diferencia de ellos, se encuentra codificado fuera de las SPI’s,
dentro de un oper6n en el centisoma 93.9, que también codifica a RtsB. RtsB reprime la
expresion de genes flagelares al unirse a la regién promotora de fIhDC (Ellermeier y
Slauch, 2003).

Se ha reportado que RtsA, HilC y HilD se unen a la region de DNA corriente
arriba de hilA para inducir su expresion (Schechter y Lee, 2001; Oleknovich y Kadner,
2002; Ellermeier y Slauch, 2003). Estos tres reguladores pueden inducir también la
expresion de invF por una via independiente de HilA, aunque a niveles mds bajos que
en la activacion dependiente de HilA (Rakeman et al., 1999; Akbar et al., 2003;
Ellermeier y Slauch, 2003).

Se ha propuesto que RtsA, HilC y HilD se autorregulan positivamente y cada
uno es capaz de inducir de manera independiente la expresion de los otros dos
reguladores. Aunque se ha demostrado que HilD parece tener un papel méds importante
en la expresion de RisA, HilC, HilA vy el propio HilD (Ellermeier ef al., 2005).

Lo anterior ha dificultado el esclarecer el mecanismo por el cual SirA induce la
expresion de HilA, si lo hace directamente, o a través de HilD, HilC y RtsA.

Por otro lado, el grupo del Dr. José Luis Puente ha encontrado que, al igual que
los genes de SPI-1, los genes de SPI-2 se expresan cuando se crece a Salmonella en el
medio de cultivo LB, una condicién que favorece la expresion de genes de SPI-1. Sin
embargo, mientras que los genes de SPI-1 se expresan durante la fase exponencial de
crecimiento, los genes de SPI-2 se expresan en la fase estacionaria tardia de crecimiento
(Fig. 6).
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Fig. 6. Los genes de SPI-1 y SPI-2 se expresan en diferentes etapas de crecimiento en el
medio LB. La expresion de las fusiones transcripcionales invF-car (del regulén SPI-1) y ssaH-car (del
regulén SPI-2) se determiné de muestras tomadas cada hora durante un periodo de 12 horas, a partir de
cultivos de S. Typhimurium SL1344 crecidos en medio de cultivo LB. La densidad 6ptica de los cultivos
se indica entre paréntesis. La grafica muestra los promedios y las desviaciones estdndar de los resultados
obtenidos en tres diferentes experimentos. (Bustamante et al., datos no publicados)

De manera interesante, en estas condiciones de crecimiento, HilD y SirA no sélo
regulan la expresion de genes de SPI-1, sino también se requieren para la expresion de
genes de SPI-2 (Fig. 7). En contraste, HilA y SsrA/B s6lo se requieren para inducir la
expresiéon de los genes de SPI-1 y SPI-2, respectivamente. Este hecho revela un
mecanismo novedoso de “cross-talk” en la regulacion genética entre ambas islas.

En este proyecto nos planteamos como objetivo central el esclarecer como SirA
y HilD controlan la expresion de HilA, el regulador central de los genes de SPI-1, y la
expresion de los genes de SPI-2. Tres hipétesis podrian explicar el efecto de estos
reguladores sobre la expresion de los genes de SPI-1 y SPI-2. La primera es que SirA
regule al regulador HilD y éste a su vez active la expresion de HilA y SsrA/B (Fig. 8A).
La segunda es que, de manera inversa, el regulador HilD controle positivamente la
expresion de SirA y éste a su vez active la expresion de HilA y SsrA/B (Fig. 8B). La
tercera es que SirA y HilD actiien de manera conjunta para inducir la expresién de HilA
y SsrA/B (Fig. 8C).
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Fig. 7. SirA y HilD estan involucrados en la expresion de los genes de SPI-1 y SPI-2 en
medio LB. La expresién de las fusiones transcripcionales ssaH-cat € invF-cat se analizé en la cepa
silvestre SL1344 de S. Typhimurium, asi como en sus derivadas mutantes AhilA::km, AhilD::km,
AssrA::km y sirA::tet (Tabla 3). La actividad especifica de la enzima CAT, expresada por cada fusidn, se
determiné de muestras tomadas de cultivos crecidos en medio de cultivo LB a las 10 horas. Estos datos
son representativos de tres experimentos realizados de manera independiente (Bustamante et al., datos no
publicados).
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Fig. 8. Modelo que ilustra las tres alternativas por las que SirA y HilD controlarian
a los reguladores principales de SPI-1 y SPI-2, HilA y SsrB, respectivamente.




< HIPOTESIS

SirA controla la expresion de los genes de SPI-1 y SPI-2 a través de la activacién de
HilD.

% OBJETIVO GENERAL

Definir los mecanismos moleculares que regulan la expresion de los genes de virulencia
de Salmonella.

s OBJETIVO PARTICULAR

Esclarecer el mecanismo molecular por medio del cual SirA induce la expresion de los
genes de SPI-1 y SPI-2 en Salmonella enterica serovar Typhimurium.

s OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la expresion de hilA, hilC, rtsA y SsrB en presencia de sélo uno de
los reguladores, SirA o HilD.

2. Determinar la actividad transcripcional de hilD, hilC y rtsA en mutantes AsirA,
AhilD, AhilC y ArtsA.

3. Evaluar el efecto en virulencia de la mutaciéon AsirA en el modelo del raton
inoculado por via intraperitoneal y oral.




3. METODOLOGIA

* Cepas bacterianas y medios de cultivo

Las cepas y plasmidos empleaods en este estudio se enlistan en las Tablas 3 y 4.

Las cepas bacterianas fueron cultivadas en medio LB (Luria Bertani), que contiene por
litro 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl, pH7.5. Cuando se
requirio, los medios de cultivo fueron suplementados con los antibidticos que se enlistan

en la Tabla 5.

Tabla 3. Cepas bacterianas y plasmidos empleados en este trabajo

Bacterias

Caracteristicas

Origen o referencia

S. Typhimurium:

WT Cepa silvestre SL1344, Str" Hoiseth et al., 1981
AhilA::km Derivada de SL1344; Ahild::km, Str® Km® Bustmante et al., no
publicado
AhilC::km Derivada de SL1344; AhilC::km, Str™ Km® “
AhilD::km Derivada de SL1344; AhilD::km, St Km" “
AompR::km Derivada de SL1344; AompR::km, Str" Km® “
AssrB::km Derivada de SL1344; AssrB::km, Str® Km"® :
sird: :tet Derivada de SL1344; sird::Tnl0, St Tet®
AsirA: - km Derivada de SL1344; AsirA::km, Str® Km® .
AsirA Derivada de Asird ::km; Asird, Str® Es‘ie :ral;aj-o
AilD Derivada de AhilD::km; AhilD, St® Eote tabedo
ARilC Derivada de AAlIC::km; AhiIC; Str® Eete trabajo
AbarA::km Derivada de SL1344; AbarA::km, Str® Km"® Este trabajo
ArtsA::km Derivada de SL1344; ArtsA::km; Str" Km"® Este trabajo
sirA-FLAG Derivada de SL1344; expresa la proteina SirA-FLAG Este trabajo
hilC-FLAG Derivada de SL1344; expresa la proteina HilC-FLAG Este trabajo
hilA-FLAG Derivada de SL1344; expresa la proteina HilA-FLAG Este trabajo
hilD-FLAG Derivada de SL1344; expresa la proteina HilD-FLAG Este trabajo
hilD-HA Derivada de SL1344; expresa la proteina HilD-HA Este trabajo
E. coli:
MC4100 Cepa silvestre de laboratorio; Str® Casadaban, 1976
DH5a Cepa de laboratorio; Nal® Invitrogen
DH10B Cepa de laboratorio; Str" Invitrogen
AuvrY:-km Derivada de MC4100; AuvrY::km, Str® Km® Este trabajo
Plasmidos
pKK232-8 Derivado de pBR322, contiene el gen cat (cloranfenicol Pharmacia LKB
acetil transferasa) sin promotor; Amp® Biotechnology
pHilA-catl Derivado de pKK232-8, contiene la fusidon transcripcional Este trabajo
hilA-cat, que lleva la regiéon —410 a +446, con respecto al
sitio de inicio de transcripcion de AilA.
pHilC-catl Derivado de pKK232-8, contiene la fusion transcripcional Este trabajo

hilC-cat, que lleva la regién —373 a +79, con respecto al
sitio de inicio de transcripcion de AilC.




pHilD-catl

pSirA-catl

pRtsA-catl

pMPM-T3
pMPM-K3

pT3HilD1

pT3SirAl

pK3HilD1

pK3SirAl

pBADMycHisA
pBADHIIDI
pBADSIrAl
pKD4

pKD46

pCP20

pSUBI11

pSU315

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion transcripcional
hilD-cat, que lleva la region —364 a +88, con respecto al
inicio de transcripcion de AilD.

Derivado de pKK232-8, contiene la fusidon transcripcional
sird-cat, que lleva la region -563 a +98, con respecto al
sitio de inicio de la traduccion de sir4.

Derivado de pKK232-8, contiene la fusion transcripcional
rtsA-cat, que lleva la region -465 a +97, con respecto al
inicio de traduccion de rtsA.

Vector de clonacion de bajo numero de copias; origen
P15A; Tet®

Vector de clonacion de bajo numero de copias; origen
P15A; Km"

Derivado de pMPM-T3; contiene el gen estructural AilD y
el sitio de union a ribosoma bajo el control del promotor
lac.

Derivado de pMPM-T3; contiene el gen estructural sird y
el sitio de union a ribosoma bajo el control del promotor
lac.

Derivado de pMPM-K3; contiene el gen estructural 4ilD y
el sitio de union a ribosoma bajo el control del promotor
lac.

Derivado de pMPM-K3; contiene el gen estructural sird y
el sitio de union a ribosoma bajo el control del promotor
lac.

Vector de expresion, contiene el promotor de arabinosa y la
secuencia que codifica polihistidinas y el epitopo Myc
Derivado de pPBADMycHisA, contiene el gen estructural
hilD, bajo el control del promotor ara.

Derivado de pPBADMycHisA, contiene el gen estructural
sird, bajo el control del promotor ara.

Derivado de pANTSy; contiene el gen de resistencia a Km,
flanqueado por FRT’s.

Derivado de pINT-ts, contiene el promotor de arabinosa y
el sistema de recombinacion del fago ARojo; Amp"
Pladsmido de replicacion termo-sensible e induccion térmica
de la sintesis de la recombinasa FLP .

Derivado de pGP704, contiene el gen de resistencia a
kanamicina y la secuencia completa del epitopo 3xFLAG
Derivado de pGP704, contiene el gen de resistencia a
kanamicina y la secuencia completa del epitopo
hemaglutinina (HA) del virus de la influenza

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Mayer, 1995
Mayer, 1995

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Invitrogen
Este trabajo
Este trabajo

Datsenko y Wanner,
2000
Datsenko y Wanner,
2000
Cherepanov y
Wackernagel, 1995
Uzzau et al., 2001

Uzzau et al., 2001




Tabla 4. Oligonucledtidos empleados en este trabajo.
Nombre Secuencia Tm Modificacion

Construccion de la fusion hilA-cat

HilA-F 5’- ATC GGA TCC CTC TGA GAA CTATTT GC -3’ 58 BamHI
HilA-R 5’- GAC AAG CTT TTC TGA GCG TAG CAG GG -3’ 62 HindIll
Construccion de la fusion hilD-cat

HilD-R 5’ -CTG AAG CTT ATC TGC GGC AGG ACG C-3’ 58 HindIll
HilD-R 5" -AAT GGA TCC TCA CAG CCG TTC AGT GAG- 3’ 60 BamHI
Construccion de la fusion hilC-cat

HilC-R 5" —-GGC TGT CGA CGG TGA TTA TTG CTA ATG GC- 3’ 56 Sall
HilC-F 5’ -ACC CCC GGG ATG CAG GAG ATT ATT TTA TC- 3’ 60 Smal
Construccion de la fusion sir4-cat

SirA-F 57 -GCC GGA TCC ATC GCC TGC AGC ATC AGC- 3’ 66 BamHI
SirA-R 5’ -AGC AAG CTT CAC CGA CAA CTT TAA TGC- 3’ 64 HindIll
Construccion de la fusion rzsA-cat

RtsABam-F 5’ —-CAA GGA TCC GGA TAT GCG TAC ACC GTC- 3’ 66 BamHI
RtsAHind-R 5> —CCC AAG CTT GAT AAG GAT TTC CTC TGC CAG- 3’ 64 HindIll
Construccion de plasmidos pK3HilD1 y pT3HilD1

HilDF-T3 5’-TTT GTC GAC AGG ATA CCA GTA AGG AAC AT -3’ 56 BamHI
HilDR-T3 5’- GTA TAA GCT GGG ATC CGG ACA GAAC -3 66 Sall
Construccion de plasmidos pK3SirAl y pT3SirAl y caracterizacion de la mutante Asir4
SirAF-T3 5" —-CAT AAG CTT CAA AAA CGA GAG CAA AATCG- 3% 60 HindIll
SirAR-T3 5" -TAA GGA TCC GTA CCG CCG GCG TCA TAC-3 60 BamHI
Construccion de plasmido pBADSirA1l

SirAHisA-F 5 —-TTA GAT CTA TCA ACG TTC TTC TTG TTG ATG- 3’ 60 Bglll
SirAHisA-R 5 —-TTT AAG CTT CTG GCT TGT TAA CGT CTC CG- 3’ 62 HindIll

Construccion de plasmido pBADHiID1

HilDexF SA é(_}?’T GGA TCC GAA AAT GTA ACCTTT GTA AGT AAT BamHI

HilDmyr 5’- AAA GAA TTC ATG GTT CGC CAT TTT TAT G -3’ EcoRI

Construccion de la mutante Asir4::km

SirAH1P1 5'-TAT TCT GGA GAT ATT CCT TTG ATC AAC GTT CTT 64 PS1
CTT GTT GAT TGT AGG CTG GAG CTG CTT CG -3'

SirAH2P2 5'-TAA CGT CTC CGC ATT ACA CAG GCC ATG GCG GAT 54 PS)
TGC CAG GTG CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG -3'

Caracterizacion de la mutante Asir4::km y de la cepa sir4d-FLAG
SirA-F 5'- GCC GGA TCC ATC GCC TGC AGC ATC AGC -3 66 BamH1
SirA-R 5'- AGC AAG CTT CAC CGA CAA CTT TAA TGC -3' 64 HindlIIl




Construccion de la mutante AbarA::km

5'- CCA TAA CGG AAC TCC ATG ACC AAC TAC AGC CTG

BarAHIPL 60 GeA €GC TGT AGG CTG GAG CTG CTT CG -3

5'- CGC CAT CCG GCG AAT ATC AGC CTA ATA TCT TCT

BarAH2P2 " TCG CTT CAC CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG -3

Caracterizacion de la mutante AbarA4::km
BarAF-T3 5'-TGA CTC GAG CGG TTA TGA TCT GAC GCG TC -3'
BarAR-T3 5'- GAA GGA TCC GAG TGA AAA CGT ACG AAT GAC -3'

Construccion de la mutante AuvrY::km

5'- ATT TCT GGA GAT ATT CCT TTG ATC AAC GTT CTA

UYHIPL 07T GTT GAT TGT AGG CTG GAG CTG CTT CG -3

5'-TAA TGT CTC CGC ATT ACA CAG ACC ATG GCG AAT

UvIYH2P2 " 1GC CAG GTG CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG -3'

Caracterizacion de la mutante AuvrY::km
UvrYF-T3 5'-GGT AAG CTT TTG GTG ACG GGC GTG ACC -3'
UvrYR-T3 5'- ATA GGG ATC CGT ACC ACC AGC ATC GTA CAT G -3'

Construccion de la mutante ArtsA::km

5'- TAA TAA AAG GAA ATT ATC ATG CTA AAA GTATTT

RISAHIPL A AT CCC TCA TGT AGG CTG GAG CTG CTT CG -3'

5'-TTG ATG ACG AGA GGA AGA TAA AAA CGC TAA AAA

RISAHZPZ " 1TC CGA TGG CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG -3'

Caracterizacion de la mutante ArtsA4::km y de la cepa rtsA-FLAG
RtsA-F 5'- TCG CCA CCT GAT ACC TTA AG-3'
RtsA-R 5'- ACA GAT AAT CCT GCT GCC AC-3'

Caracterizacion de las mutantes Asir4::km, AbarA::km y AuvrY::km
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Caracterizacion de las cepas hilA-FLAG, hilD-FLAG, hilD-HA, invF-FLAG, rtsA-FLAG y sirA-

FLAG
K1 5’- CAG TCA TAG CCG AAT AGCCT -3
K2 5’- CGG TGC CCT GAA TGA ACT GC -3’

Etiquetado del gen sir4 con epitopo FLAG

5'-CGC CAT GGC CTG TGT AAT GCG GAG ACG TTA ACA

SIrAFlag-F ) GC CAG GAC TAC AAA GAC CAT GAC GGT -3'

5'-TAA CGG TTT TCA AAA ACG CCT TTG CGT CAA ATA

SIAFlag-R 11T CAC CAT ATG AAT ATC CTC CTT AGT TC -3'

62

54

Flag

Flag




Etiquetado del gen hilD con epitopo FLAG

5'-TTT AAA ACT ACG CCA TCG ACA TTC ATA AAA ATG

HilDFlagF GG AAC CAT GAC TAC AAA GAC CAT GAC GGT -3'

5'-TTT TAA TAA AAA TCT TTA CTT AAG TGA CAG ATA

HilDFlag-R A A AAA ATG CAT ATG AAT ATC CTC CTT AGT TC -3'

Etiquetado del gen hilD con epitopo HA

5'-TTT AAA ACT ACG CCA TCG ACA TTC ATA AAA ATG

HIDHA-F 506G AAC CAT TAT CCG TAT GAT GTT CCT GAT TAT -3

5'-TTT TAA TAA AAA TCT TTA CTT AAG TGA CAG ATA

HilDFlagR ¢ A A AAA ATG CAT ATG AAT ATC CTC CTT AGT TC -3'

Caracterizacion de las cepas hilD-FLAG y hilD-HA
HilD-F 5'- AAA CTT GCA GAA GAA GGT ACC -3'
HilD-R 5'- AAT AAG GCA ATA TCG TTT TAC -3'
Etiquetado del gen invF con epitopo FLAG

5'-CCG CGG AAA TTA TCA AAT ATT ATT CAA TTG GCA

InvEFlagF G AC AAA GAC TAC AAA GAC CAT GAC GGT -3

5'- CGG CAC ATG CCA GCA CTC TGG CCA AAA GAA TAT GT«

InvEFlag-R 10T CAT ATG AAT ATC CTC CTT AGT TC -3'

Caracterizacion de la cepa invF-FLAG

InvF-F 5'- TAA GGT ACT GGC GCT GTT AC -3'
InvF-R 5'- TGC TAA CAA TGA CAG GCT CC -3
Etiquetado del gen rtsA4 con epitopo FLAG

5'-TTA GCG TTT TTA TCT TCC TCT CGT CAT CAA TAT

RISAFIagF  GTT AAT GAC TAC AAA GAC CAT GAC GGT -3

5'-TAT GTT TTG CTT TGT TCT TAT ACT GCA TTG TCA

RISAFlagR  GAT ATC CAT ATG AAT ATC CTC CTT AGT TC -3'

Etiquetado del gen hil4 con epitopo FLAG

5'- AAA AGA TGG AAA CAG GAT CCC CGC TTG ATT AAA

HilAFlag-F 114 cGG GAC TAC AAA GAC CAT GAC GGT -3'

5'- CGA TGA TAA AAA AAT AAT GCA TAT CTC CTC TCT

HilAFlagR ¢ oG ATT CAT ATG AAT ATC CTC CTT AGT TC -3

Caracterizacion de la cepa hilA-FLAG
HilAcar-F 5'- GGC TGG AAT CTT TTC ATG GC -3'
HilAcar-R 5'-TCA GCC TTT TCA TAT GGA AGC -3
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HindIll
BamHI
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Tabla 5. Antibidticos y dosis empleadas en este trabajo

Ampicilina (Amp) 200 ug/ml
Estreptomicina (Str) 100 ug/ml
Kanamicina (Km) 20 pg/ml
Acido Nalidixico (Nal) 15 ug/ml
Tetraciclina (Tet) 10 ug/ml

* Construccion de plasmidos que expresan fusiones transcripcionales al gen
reportero cat y plasmidos que expresan a SirA o HilD

Para la construccion de los diversos plasmidos empleados en este estudio (Tabla
3), primeramente se amplificaron mediante PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)
los fragmentos de los genes de interés, que serian clonados en los diferentes vectores.

Para la construcciéon de los plasmidos que expresan las fusiones
transcripcionales de los promotores de los genes hilA, hilD, hilC, rtsA y sirA, se
amplificaron sus regiones reguladoras, empleando oligonucleétidos que introducen
sitios de restriccion. En la figura 9 se indican las regiones de cada gen que fueron
amplificadas y empleadas para la construccion de las fusiones. Los productos de PCR se
clonaron en el vector pKK232-8, que contiene al gen reportero cat sin promotor.

Para la construccion de los plasmidos que expresan a SirA o HilD a partir de un
promotor constitutivo, un fragmento de 877 pb para sir4 y un fragmento de 1121 pb
para hilD, fueron clonados en los plasmidos pMPM-T3 y pMPM-K3, que tienen el
origen de replicacion P15A. Para el caso de sird, este fragmento incluye el gen
estructural mas 129 pb corriente arriba del codon de inicio y 90 pb corriente abajo del
codon de término. Para hilD, el fragmento incluye el gen estructural 4ilD mas 54 pb
corriente arriba del codon de inicio y 136 pb corriente abajo del codon de término.

Finalmente, para la construccion de los plasmidos que expresan a SirA o HilD a
partir del promotor araBAD inducible, los genes sird y hilD se clonaron en el plasmido
pBADMycHis(A). Para sir4, se amplifico un fragmento de 667 pb que incluye el gen
estructural mas 5 pb corriente arriba del codén de inicio y 6 pb corriente abajo del
codon de término. Para hilD, se amplificé un fragmento de 942 pb que incluye el gen
estructural mas 6 pb corriente arriba del codén de inicio y 6 pb corriente abajo del
codon de término.

Los oligonucleodtidos empleados en cada caso, asi como el sitio de restriccion
que introducen, se muestran en la Tabla 3. Para verificar el tamafio del producto de
PCR, se corrio un gel de agarosa (BIORAD) al 1%, con amortiguador TAE (Tris-
Acetatos-EDTA 0.5X, pH 8.0) a un voltaje de 80-100 V. El gel se tifié con bromuro de
etidio (0.5 wg/ml) y se visualiz6é en un transiluminador con luz UV de onda corta
(Alphaimager). Los productos de PCR fueron purificados con los estuches “Gene
Clean” (BIO-101) o “PCR Purification Kit” (Qiagen) y digeridos con las enzimas
correspondientes (Tabla 4). Después, el ADN digerido fue precipitado con butanol para
su posterior ligacion en el plasmido correspondiente. Las ligaciones fueron precipitadas
con glicogeno y transformadas en las cepas de E. coli DH5a o DH10§.




En todos los casos, para verificar que la clonacion fue correcta, se purificaron
plasmidos de las transformantes de E. coli DH5a o E. coli DH10p, los cuales fueron
visualizados en un gel de agarosa al 1%. Ademas, estos plasmidos fueron digeridos
empleando las enzimas con las que se clonaron para corroborar el tamafio del inserto.

Se seleccionaron los plasmidos que llevaran el inserto correcto y se purificaron
con el kit comercial “High pure plasmid isolation” de Roche. Posteriormente fueron
enviados a la unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia para
obtener y verificar la secuencia de nucleotidos.

De esta manera se obtuvieron los plasmidos pHilA-catl, pHilD-catl, pHilC-
catl, pRtsA-catl y pSirA-catl (Tabla 3) que contienen las fusiones transcripcionales de
los genes hilA, hilD, hilC, rtsA y sirA, respectivamente. Los plasmidos construidos se
transformaron mediante electroporacion en las cepas WT, Ahild::km, AhilC::km,
AhilD::km, ArtsA::km, AompR::km, AssrB::kmy sird::Tet de S. Typhimurium y la cepa
E. coli MC4100 (WT). Las cepas empleadas se describen en la Tabla 3.

Los plasmidos que expresan a SirA y HilD bajo un promotor constitutivo, fueron
nombrados pT3SirAl, pK3SirAl, pT3HilD1 y pK3HilD1. En el caso de los plasmidos
pT3SirAl y pT3HilD1, éstos fueron transformados en la cepa AhilD::km que contiene
la fusion hilA-cat, mientras que los plasmidos pK3SirAl y pK3HilD1 fueron
transformados en la cepa mutante sirA::tet que contiene la fusion hild-cat. Ademas, los
4 plasmidos construidos fueron transformados por separado en las cepas mutantes AhilD
y AsirA que contienen la fusion hilA-cat. Por otro lado, los cuatro plasmidos fueron
transformados en las cepas silvestres de E. coli que contienen las fusiones hil4-cat hilC-
cat, hilD-cat y rtsA-cat. Asi mismo, los plasmidos pT3HilD1 y pT3SirAl se
tranformaron en las cepas AuvrY::km de E. coli que contienen estas mismas fusiones.
Las cepas empleadas se describen en la Tabla 3.

Los plasmidos que expresan a SirA o HilD a partir de un promotor inducible con
arabinosa, fueron nombrados pBADSirAl y pBADHilD1. Ambos fueron transformados
por separado en las cepas AhilD y AsirA. Las cepas empleadas se describen en la Tabla
3.

En todos los casos, las transformaciones fueron sembradas en cajas con medio
LB adicionadas con el antibidtico necesario en cada caso para realizar la seleccion de
colonias transfomantes. Para comprobar que las células se transformaron
adecuadamente, los plasmidos transformados fueron purificados a partir de las bacterias
transformantes mediante miniprep y posteriormente fueron visualizados en un gel de
agarosa al 1%.
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Fig. 9. Representacion esquematica de las fusiones transcripcionales de los genes hilA,
hilC, hilD y sirA al gen reportero cat. Se indican las posiciones que abarca la region reguladora
contenida en las fusiones de hilA, hilC 'y hilD, respecto del sitio de inicio de transcripcion. Para el caso de
sird y rtsA, se indica el numero de pares de bases corriente arriba y corriente abajo del sitio de inicio de
traduccion. Los numeros entre paréntesis indican la longitud en pares de bases, que tiene cada gen dentro
del cromosoma de S. Typhimurium LT2.




Ensayos de expresion de las fusiones transcripcionales al gen reportero cat

Las cepas que contienen los plasmidos que llevan las fusiones transcripconales
al gen reportero cat se cultivaron en 50 ml de medio LB adicionado con los antibidticos
adecuados. Los cultivos se incubaron a 37°C en agitacién a 120 rpm durante toda la
noche.

Los cultivos crecidos toda la noche se ajustaron a una DOgoonm=1.0 y 1ml de esta
suspension bacteriana se inoculdé por duplicado en matraces con 50 ml de LB
adicionado con los antibidticos adecuados. Los cultivos se incubaron a 37°C en
agitacion a 200 rpm.

A las 5 horas de crecimiento se determind la DOgoonm de los cultivos y se
tomaron muestras de 1.5 ml de cada cultivo en un tubo eppendorf. Estas muestras se
centrifugaron 2 min a 12000 rpm. El sobrenadante se desecho y se agregaron 800 ul de
buffer TDTT (Tris-HCI-pH 7.8 50mM-Dithiotreitol 30 uM). Se centrifugd de nuevo a

12000 rpm durante 2 min y se desecho el sobrenadante.

Las pastillas bacterianas se resuspendieron en Iml de buffer TDTT y se
sonicaron durante 3 min en un sonicador “Vibra Cell” (Sonics and Materials, Inc), con
pulsos de 9.9 s. y reposo de 9.9 s. entre cada pulso. Posteriormente se centrifugaron a
12000 rpm durante 15 min y el sobrenadante se transfirié a tubos eppendorf nuevos.

Para cuantificar las proteinas totales, 10 ul del extracto se colocaron por
duplicado en una placa de 96 pozos (Costar). Se agregaron 200 ul de una mezcla de
reaccion del estuche para cuantificacion de proteinas “BCA Protein Assay Reagent” de
Pierce. Las placas se incubaron durante 30 min a 37°C y posteriormente se determind la
concentracion de proteinas mediante la lectura de absorbancia a 562 nm en un lector
automatizado de barrido para microplacas tipo CERES 900-C (Bio-Tek Instruments
Inc) y el software KC3™. Las lecturas obtenidas se extrapolaron a una curva estandar
de concentraciéon de proteinas en ug/ ul, previamente leida y almacenada en el
programa KC3.

La expresion de CAT se determind colocando por duplicado 5 ul de cada
extracto en una placa de 96 pozos. Se agregaron 200 ul de una soluciéon que contiene
Tris-HCI pH 7.8 0.1M, DTNB 1mM (4cido 5,5’ditio-bis (2-nitrobenzoico), Research
Organics, Inc), cloranfenicol 0.1 mM (Sigma) y acetil Co-A 0.1 mM (Pharmacia
Biotech). Posteriormente se determind la cinética de expresion de CAT mediante la
lectura de absorbancia a 410 nm en el mismo lector automatizado para microplacas, a
intervalos de 5 s durante 5 min, posicionado en el modo de cinética.

Se utiliz6 una curva estandar (0 a 2500 U/ml) de actividad de la enzima CAT
previamente leida y almacenada en el programa KC3, para interpolar las actividades de




cada muestra. La actividad especifica de CAT (umol/min/mg) se obtuvo al dividir las
unidades de CAT entre la concentracion de proteinas totales para cada extracto.

“Western blot” para detectar la proteina SsrB y las proteinas etiquetadas con
epitopo FLAG o HA

Las cepas a estudiar se cultivaron en medio LB de la misma manera que la
referida para el ensayo de expresion de fusiones transcripcionales.

Para detectar a SsrB, a las 10 horas de crecimiento se determind la DOggonm y s€
transfirié 1 ml de cada matraz, a un tubo eppendorf. Para detectar las proteinas HilA-
FLAG, HilC-FLAG, SirA-FLAG, HilD-FLAG y HilD-HA, lo anterior se realizo a las 5
horas de crecimiento. Las muestras se centrifugaron 3 min a 12000 rpm. Se desecho el
sobrenadante y las pastillas fueron resuspendidas en 500 ul de buffer de carga SDS-
PAGEI1X. Se calentaron a 92°C durante 5 min y se visualizo el extracto de proteinas
totales en un gel de poliacrilamida.

Otro gel de los mismos extractos de proteinas se utilizé para la transferencia de
¢éstas a una membrana de nitrocelulosa. Para esto, se recortd el gel, asi como dos pares
de 3 cuadros (6 cuadros) de papel y 1 cuadro de membrana de nitrocelulosa del tamafio
del gel. El gel y la membrana recortados se colocaron en buffer de transferencia durante
10 min. Los cuadros de papel filtro fueron introducidos en el buffer también, pero justo
antes de la transferencia.

Para transferir el gel, se coloco todo en la camara de transferencia en el siguiente
orden:
papel filtro (3)
Membrana
Gel
Papel filtro (3)
Se transfirié a 15 volts durante 45 — 60 minutos.

Después de la transferencia el gel fue tefiido con azul de Coomasie para
comprobar que las proteinas se transfirieron a la membrana. A ésta se le agregd solucion
bloqueadora (PBST y leche) y se dejo bloqueando en agitacion durante toda la noche.

Al otro dia se agregd solucion bloqueadora que contenia el anticuerpo primario
(anti-SsrB 1:10000, anti-FLAG 1:10000, anti-HA 1:2500 o anti-DNAK 1:50000) a la
membrana y se mantuvo en agitacion durante 4 horas. Transcurrido este tiempo se lavo
la membrana con PBST en agitacion durante 15 minutos y posteriormente se realizaron
dos lavados mas con PBST durante 5 min cada uno.

Se agregd después solucion bloqueadora que contenia el anticuerpo secundario;
se utiliza anticuerpo anti-conejo (1:10000) conjugado con la enzima HPR para detectar
al anticuerpo anti-SsrB y anticuerpo anti-ratén (1:10000) para detectar a DnaK y a los
anticuerpos anti-FLAG y anti-HA. Las membranas se mantuvieron en agitacion durante
una hora. Se realizaron de nuevo tres lavados durante 15, 5 y 5 min respectivamente,
con PBST en agitacion.




Posteriormente se agregd una mezcla 1:1 de los reactivos para revelado
“enhanced luminol reagent” y “oxidizing reagent” del kit para revelado de Perkin Elmer
Life Sciences y se mantuvieron en agitacion durante un 1 min.

La membrana se envolvid en plastico, se pegd en un cassette para revelado y se
expuso a una pelicula radiografica durante 10 min. Posteriormente se colocd en solucion
reveladora durante 2 min, se enjuagd con agua y finalmente se colocod en solucidén
fijadora durante 2 min.

Perfil de secrecion de proteinas

Las cepas a estudiar se cultivaron en medio LB de la misma manera que la
referida para el ensayo de expresion de fusiones transcripcionales y “western blot”.

A las 10 horas de crecimiento se determind la DOgponm ¥ s€ transfirieron 1.5 ml
de cada matraz, a 4 tubos eppendorf. Estas muestras se centrifugaron 5 min a 14000

rpm.

Posteriormente se transfirieron 1.3 ml del sobrenadante a tubos nuevos, se les
agregaron 145 ul de acido tricloro acético al 100% y se dejaron precipitando asi durante
toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se centrifugaron durante 30 min a 14 000 rpm, se desechd el
sobrenadante y las pastillas se disolvieron en 25 ul de buffer de carga SDS-PAGE 1X.
Se agregaron 2 ul de Tris saturado a cada tubo y las 4 muestras de cada cepa se
concentraron en un solo tubo.

Las muestras concentradas se calentaron a 92°C durante 5 min y fueron
visualizadas en un gel de poliacrilamida.

Determinacion de los indices de competencia (IC) de las cepas WT y Asir4 de S.
Typhimurium

Se prepard un inéculo de 5 ml en medio LB de las cepas a probar (mutante y
silvestre), y se incubo toda la noche a 37°C en agitacion (con los antibidticos para los
cuales sea resistente).

Al otro dia se transfirieron los 5 ml del indculo a un matraz con 40 ml de LB y
se incubaron durante 5-6 horas en agitacion a 37°C. Se cosecharon las bacterias en
tubos Nalgene.

Se centrifugd a 7000 rpm durante 10 min, se desechd el sobrenadante y se
resuspendi6 en 30 ml de PBS 1x. Se centrifugd a 7000 rpm durante 10 min, se desechd
el sobrenadante y se resuspendio en 2 ml de PBS 1x la pastilla de células.

Se diluyeron 10 ul de la suspension bacteriana en 10 ml de PBS 1x y se ajust6 a
una DOs4onm de 0.6, lo que equivale aproximadamente a 1x10® bacterias/ml.

Una vez ajustada la suspension bacteriana, se diluyo 1:10 con PBS 1x. Esta
suspension equivale a 1x10” bacterias/ml. De la misma manera, se hicieron diluciones




seriadas 1:10 para obtener 1x10° 1x10°, 1x10*, 1x10°, 1x10% 1x10' y 1x10°
bacterias/ml.

Se determinaron las unidades formadoras de colonia (UFC) de las diluciones
1x10%, 1x10" y 1x10°. Para esto se sembr6 por duplicado 1 ml de cada dilucién en cajas
petri estériles, adicionando después 15-20 ml de medio LB 0.8% a cada caja. Se
adicion6 también el antibidtico para el cual es resistente la cepa. Como control se
sembr6 una caja con 1 ml de PBS 1x.

Una vez solidificadas, las cajas se incubaron a 37°C durante 36-72 h. Se
contaron las UFC de cada caja, y con esto se obtuvo el promedio y el nimero de
UFC/ml de la suspension bacteriana inicial que estaba ajustada a 0.6.

Se hizo una mezcla de las bacterias mutante y silvestre en proporcion 1:1. Para
la via oral (VO) el inéculo contenia 5x10° bacterias de cada cepa (para el caso de la
cepa S. Typhimurium SL1344, la inoculacién de 5x10° produjo la muerte de las ratonas
en 48 horas). Para la via intraperitoneal (VIP) el inéculo contenia 5x10° bacterias de
cada cepa (para el caso de la cepa S. Typhimurium SL1344, la inoculacién de 5x10°
produjo la muerte de las ratonas en 48 horas). El volumen total de la mezcla de bacterias
a inocular, fue de 200 ul-400 ul.

Para la identificacion de las ratonas se realizaron muescas y/o perforaciones en
el cartilago de las orejas. Se administraron 100 ul de bicarbonato de sodio 1% por via
oral (VO) a las ratonas y posteriormente se les retir6 el agua de bebida durante 30 min.
Se inoculd un grupo de ratonas con la dosis de 5x10° bacterias por VO y otro grupo de
ratonas con la dosis de 5x107 bacterias, por VIP.

La obtencion de organos se realizo, para el caso de las ratonas inoculadas por
VIP, a los 3 dias post-inoculacion. En aquellas ratonas inoculadas por VO, la obtencioén
se realizd a los 6 dias post-inoculacion.

Se obtuvo el peso de los tubos eppendorf vacios que fueron utilizados para
colocar los 6rganos extraidos.

Las ratonas fueron sacrificadas mediante el uso de una camara cerrada con CO,
(hielo seco + agua). Una vez hecho lo anterior, se colocaron en dectbito dorsal y se
humedeci6 el vientre con alcohol con el fin de facilitar la apertura de la cavidad.
Mediante el uso de material quirurgico estéril, se realiz6 una incision por linea media,
que va desde el ano hasta la cavidad toracica.

Los 6rganos que se extrajeron fueron el higado y el bazo; estos fueron colocados
en los tubos eppendorf vacios. Se obtuvo el peso de los tubos, que ahora contenian los
organos extraidos, y tomando en cuenta el peso de los tubos vacios, se obtuvo por
diferencia, el peso de los 6rganos extraidos.

Los 6rganos fueron colocados en cajas Petri marcadas previamente, mismas que
contenian 5 ml de PBS 1x y fueron macerados mediante el uso de un trozo de organza
estéril de aproximadamente 10 cm x 5 cm, y el émbolo de una jeringa estéril.




Una vez macerados los organos, se tomaron 2 ml del material obtenido y se
colocaron en un tubo con 2 ml de deoxicolato de sodio al 1%, previamente preparado y
esterilizado por filtracion. (Esta mezcla correspondié a la dilucion 10°).

Se transfirieron 2 ml de la mezcla anterior, a otro tubo con 8§ ml de PBS 1x. (Esta
mezcla correspondio a la dilucion 10™"). Se transfiri 1 ml de la mezcla a un tubo con 9
ml de PBS 1x (esta mezcla correspondié a la dilucion 107). De esta misma manera se
realizaron diluciones hasta conseguir la diluciéon 10 para el caso de la VIP y de 10°®
para el caso de la VO.

Se sembrd por duplicado 1 ml de cada dilucion en cajas de petri estériles,
adicionando 15-20 ml de LB al 0.8% de agar a cada caja. Una vez solidificadas se
incubaron durante 36-72 horas a 37 °C. Como control se sembré 1 ml de PBS 1x estéril.

Se cuantificaron las UFC de cada caja, se obtuvo el promedio y el nimero de
UFC por mg de d6rgano. Los indices de competencia se obtuvieron al calcular la
relacion entre las cepas mutante y silvestre que fueron inoculadas (“input”), dividida
por la relacion que se obtiene de las dos cepas recuperadas de los drganos (“output™).

Output mutante
IC= Output silvestre

Input mutante
Input silvestre

Construccion de las cepas mutantes AsirA::km, AuvrY::km, AbarA::km 'y
ArtsA::km

La mutagénesis se realizd de acuerdo a la técnica descrita por Datsenko y
Wanner (Datsenko y Wanner; 2000). La estrategia general se bas6 en reemplazar los
genes sird, barA, rtsA 'y uvrY con un gen seleccionable de resistencia a kanamicina que
es generado por PCR utilizando oligonucledtidos que tienen 36 nucledtidos homologos
al gen que se desea remover. En este procedimiento, la recombinacion requiere la
recombinasa del fago A Rojo, la cual es sintetizada bajo el control de un promotor
inducible en un plasmido de bajo numero de copia (pKD46). A continuacion se describe
la técnica.

Se transformo6 el pldsmido pKD46 mediante electroporacion en la cepa WT
SL1344 de S. Typhimurium (para las mutantes en barA, rtsA y sirA) o en la cepa
MC4100 de E. coli (para la mutante uvrY) y se cultivaron en cajas con medio LB
adicionado con ampicilina durante toda la noche a 30°C.

Posteriormente se inocularon de 20 a 40 colonias en 25 ml de medio SOB
adicionado con 25 ul de Ampicilina y 2.5 ml de L-+-arabinosa 1M. Esta mezcla se
incubd a 30°C en agitacion, hasta obtener una DOggonm de 0.6 (3 a 5 horas).

Las células se centrifugaron durante 10 min a 8000 rpm a 4°C. Se resuspendio la

pastilla de células en 1 ml de agua fria. Se transfirié a tubos eppendorf y se centrifugd
durante 5 min a 8000 rpm a 4°C. Se realizaron dos lavados més con 1 ml de agua fria.

Finalmente la pastilla de células fue resuspendida en 100 ul de agua fria.




Por otra parte, se amplific6 mediante PCR el gen de resistencia a antibiotico
(Kanamicina) a partir del plasmido pKD4 empleando los oligonucledtidos que proveen
la region homologa a los genes de interés, sird, barA, rtsA o uvrY (Tabla 4).

Para la reaccion de PCR, en un volumen de reaccion de 100 ul, se adicionaron 1ul de
ADN (pKD4), 1 ul de los oligonucledtidos a una concentracion de 25 uM (Tabla 4), 16
ul de una mezcla de dNTP’s 1.25 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, New Englands
Biolabs), 10 ul de amortiguador 10X, Sul de MgCl, 50 mM, 0.5 ul de enzima pfuy 0.5
ul de enzima Taq polimerasa Expand High Fidelity (3.5 U/l, Roche), aforados a 100 ul
con agua desionizada estéril. Las condiciones de esta reaccion fueron las siguientes:

Desnaturalizacion: 94°C 5 min — 1 ciclo
Desnaturalizacion: 94°C 1 min
Alineamiento: 60°C 1 min 30 ciclos
Extension: 70°C 1’ min|30 s
Extension: 70°C 3 min— 1 ciclo

Los productos de PCR fueron precipitados agregando 100 pl de acetato de
amonio pH 7.8, 300 ul de fenol y 300 ul de cloroformo alcohol isoamilico. Esta mezcla
se centrifugd durante 5 min a 14000 rpm. El sobrenadante fue transferido a un tubo
nuevo y se agregaron 500 pl de cloroformo alcohol isoamilico. Después de centrifugar
durante 5 min a 14000 rpm, se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo, se agreg6 1
ml de alcohol al 100% y se dejaron precipitando durante toda la noche a -20°C o bien a -
70°C durante 1 hora. Al otro dia (o transcurrida la hora), se centrifugaron durante 30
min a 14000 rpm. Posteriormente se desecho el etanol y se realizoé un lavado con 1 ml
de etanol al 70%. Después de centrifugar durante 10 min a 14000 rpm y desechar el
sobrenadante, se secaron durante 15 min con calor medio y se resuspendieron_en 16 ul
de agua.

De 3 a 6 ul del producto de PCR fueron transformados en 50 ul de las células
electrocompetentes (S. Typhimurium SL1344/pKD46 o E. coli MC4100/pKD46).

La transformaciones se crecieron en 1 ml de medio SOC durante 3 horas a 30°C.
Posteriormente se sembraron 200 ul en medio LB adicionado con kanamicina y se
incubaron a 37°C durante toda la noche. El resto se guard6 a temperatura ambiente.

Las transformantes que se obtuvieron, se resembraron en medio LB adicionado
con Km a 37°C con el fin de separar colonias. Posteriormente se sembraron en medio
LB adicionado con estreptomicina, kanamicina y ampicilina con el fin de analizar las
resistencias y sensibilidades hacia los antibioticos.

Para la caracterizacion de las mutantes, con aquellas colonias que fueron
resistentes a kanamicina y sensibles a ampicilina se realizaron distintas PCR’s con
varios juegos de oligonucleotidos (Tabla 4) que amplifican regiones del gen de
resistencia a kanamicina y/o las regiones que lo flanquean.

Para realizar la PCR, las colonias candidatas se resuspendieron en 75 ul de agua,
se calentaron durante 10 min a 90°C y se centrifugaron durante 10 min. Se usaron 10 ul
del sobrenadante como templete para el PCR.




Etiquetado de los genes sirA, hilD, invF, hilA y rtsA con el epitopo FLAG o HA

Este procedimiento es una modificacion de la mutagénesis descrita por Datsenko
y Wanner (Datsenko y Wanner; 2000) y consiste en agregar en fase un epitopo al final
de uno o més genes de interés en el cromosoma bacteriano. La expresion de la proteina
de interés fusionada a dicho epitopo permite el andlisis de su expresion utilizando
anticuerpos especificos para el epitopo.

Un fragmento de ADN que incluye la secuencia que codifica el epitopo y un
marcador seleccionable, es amplificado por PCR utilizando un oligonucleétido de 36
nucleétidos homologos a la ultima porcion del gen que se desea etiquetar, antes del
codon de paro, y un oligonucleétido del mismo tamafio que es homodlogo a la region del
gen localizada después del codon de paro.

La transformacion de una cepa que expresa las funciones del bacteriéfago
lambda red (es decir, contiene el plasmido pKD46) produce recombinantes que llevan el
gen de interés fusionado a la secuencia que codifica el epitopo. La proteina resultante,
etiquetada en el extremo C-terminal, puede ser identificada entonces por técnicas
estandar de inmunodeteccion, utilizando anticuerpos comerciales (Uzzau ef al., 2001).

Para el etiquetado, primeramente se amplifico mediante PCR el epitopo FLAG o
el epitopo HA (Hemaglutinina) y el gen de resistencia a antibiotico (Km) usando como
templete de ADN los plasmidos pSUBI1 (para FLAG) o pSU315 (para HA) y
empleando los oligonucledtidos que proveen la regiéon homoéloga al gen de interés
(Tabla 4). Las condiciones para esta reaccion, asi como el resto de la técnica, son los
mismos que se describieron anteriormente para la construccion de las mutantes.

Eliminacion del casete de resistencia a kanamicina de las mutantes construidas y
de las cepas etiquetadas con los epitopos FLAG o HA

Con esta técnica, el gen de resistencia que se inserté en las cepas mutantes o
etiquetadas, es eliminado empleando un plasmido que expresa la recombinasa FLP, la
cual reconoce directos repetidos FRT (“FLP recognition targets”) que flanquean el gen
de resistencia insertado. De esta manera, al llevarse a cabo la recombinacion entre estos
sitios, se pierde el cassette de resistencia.

Las cepas de interés (mutantes o etiquetadas), fueron transformadas con el
plasmido pCP20, el cual es un plasmido Ap® y Cm® que tiene replicacion sensible a
temperatura e induccion térmica de la sintesis de la recombinasa FLP.

Después de la transformacion, las bacterias se cultivaron en 1 ml de medio SOC
durante 3 horas a 30°C. Posteriormente se sembraron 200 ul en medio LB adicionado
con ampicilina y se incubaron a 30°C durante toda la noche.

Aquellas colonias resistentes a ampicilina fueron crecidas nuevamente en LB
adicionado con estreptomicina y ampicilina a 30°C con el fin de separar las colonias.
Posteriormente, fueron seleccionadas dos veces a 42°C en LB adicionado unicamente
con estreptomicina, lo que permite que se exprese la recombinasa (por lo tanto se pierda
el casete de antibidtico) y que a su vez se pierda el plasmido pCP20.




Finalmente las colonias bacterianas se replicaron en medio LB adicionado con
estreptomicina, kanamicina y ampicilina con el fin de analizar las resistencias y
sensibilidades hacia los antibi6ticos.

Las colonias que fueron resistentes a estreptomicina y sensibles a ampicilina y
kanamicina, se caracterizaron por PCR’s con varios juegos de oligonucledtidos (Tabla
4), que amplifican regiones del gen de resistencia a kanamicina y/o las regiones que lo
flanquean.

Para realizar la PCR, las colonias candidatas se resuspendieron en 75 ul de agua,
se calentaron durante 10 min a 90°C y se centrifugaron durante 10 min. Se usaron 10 ul
del sobrenadante como plantilla para la PCR.




4. RESULTADOS

* Construccion de cepas mutantes y plasmidos recombinantes.

Durante la realizacion de este estudio se construyeron varias cepas mutantes de
S. Typhimurium y E. coli, las cuales se generaron al remover, y reemplazar por un
casete de kanamicina, los genes sird, barA, rtsA o uvrY (Tabla 3). A estas cepas
mutantes se les removi6 posteriormente el casete de kanamicina, obteniéndose de esta
manera dos versiones de cada mutante, una que lleva el casete de kanamicina y otra sin
casete. Para la generacion de todas estas cepas mutantes se utilizé la técnica de
mutagénesis descrita por Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner, 2000), como se
describe en metodologia.

Ademas, se construyeron plasmidos que contienen fusiones transcripcionales de
los genes hilA, hilD, hilC, rtsA 'y sirA (Tabla 3), los cuales se obtuvieron al clonar las
regiones reguladoras de estos genes en el plasmido pKK232-8, que contiene el gen
reportero cat sin promotor. En la figura 9 se indica la organizacion de los genes
estudiados, asi como las regiones reguladoras que se fusionaron al gen reportero cat.

Asi mismo, se obtuvieron plasmidos que expresan a HilD o SirA a partir de un
promotor constitutivo y plasmidos que expresan a estos reguladores a partir del
promotor araBAD, el cual se induce en presencia de arabinosa (Tabla 3).

* SirA y HilD se requieren para la expresion de hilA.

Se ha reportado que la expresion de 4ilA, y como consecuencia la expresion de
la mayoria de genes de SPI-1, se controla por un mecanismo complejo de regulacion
que involucra reguladores especificos de Salmonella y otros reguladores globales
(Johnston et al., 1996; Eichelberg et al., 1999; Schechter et al., 1999) (Fig. 5). Sin
embargo, atn no es claro como todos estos reguladores se coordinan para regular la
expresion de hil4. Ademas, el papel de algunos de estos reguladores es controversial, ya
que su efecto puede observarse inicamente cuando se sobre-expresan.

Con el proposito de contribuir al esclarecimiento de los mecanismos que regulan
la expresion de los genes de SPI-1, analizamos la expresion de una fusion
transcripcional hilA-cat en la cepa silvestre de S. Typhimurium y en diferentes mutantes
que carecen de alguno de los genes que codifican para reguladores de la expresion de
hilA. Para esto, el plasmido pHilA-catl, que contiene la fusion hilA-cat, se transformo
en las cepas mutantes sird::tet, AhilD::km, AhilC::km, ArtsA::km, AhilA::km,
AompR::km y AssrB::km y se determind la actividad especifica de CAT de las
transformantes, a partir de muestras de cultivos crecidos en LB durante 5 horas.

En la figura 10 se muestra que los niveles de expresion de hilA-cat disminuyeron
drasticamente en las mutantes sird::tet y AhilD::km, con respecto a su expresion en la
cepa silvestre, lo cual es consistente con estudios previos que han mostrado que SirA y




HilD regulan positivamente la expresion de hilA (Johnston et al., 1996; Eichelberg et
al., 1999; Schechter et al., 1999; Oleknovich and Kadner, 2004). En contraste, la
expresion de la fusidon hilA-cat no se afectd en las cepas mutantes AAilC::km,
ArtsA::km, AompR::km y AssrB::km (Fig. 10), lo que indica que en las condiciones de
crecimiento evaluadas los reguladores HilC, RtsA, OmpR y SsrB no se requieren para la
expresion de hilA.
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Fig. 10. SirA y HilD son requeridos para la expresion de hilA. El plasmido pHilA-catl que
contiene la fusion transcripcional hilA-cat se transformé en la cepa silvestre de S. Typhimurium SL1344 y
en sus derivadas mutantes sird::tet, AhilD::km, AhilC::km, ArtsA::km, AhilA:km, AompR::km y
AssrB::km. La actividad especifica de la enzima CAT (cloranfenicol acetil transferasa), expresada por
cada cepa, se determind de muestras de cultivos que se tomaron a las 5 horas de crecimiento en medio LB
(Luria-Bertani) en agitacion, a 37°C. Los datos mostrados representan el promedio de tres experimentos
independientes.

A este respecto, para el caso de los reguladores HilC y RtsA, se ha reportado que
éstos incrementan la expresion de /hil4 cuando se sobre-expresan (Ellermeier et al.,
2005). Por otro lado, estudios previos han mostrado que los reguladores OmpR y SsrB
se requieren para la expresion de los genes de SPI-2 (Feng et al., 2003; Feng et al.,
2004).

La expresion de la fusion hilA-cat aument6 alrededor de tres veces en la mutante
AhilA::km, con respecto a su nivel de expresion en la cepa silvestre (Fig. 10), lo que
indica que HilA se autoregula negativamente. Este resultado es consistente con un
estudio reciente en el que se reporta que HilA es capaz de reprimir su propia expresion
(De Keersmaecker et al., 2005).

Asi, estos resultados muestran que SirA y HilD son los reguladores que
presentan un papel mas claro en la induccion de la expresion de AilA.




* HilD regula directamente la expresion de hil4, mientras que el efecto de
SirA sobre la expresion de AilA es en cascada, al regular positivamente la
expresion de AilD.

Para definir de qué manera SirA y HilD controlan la expresion de 4ilA, es decir,
si ambos reguladores actuan directamente sobre la region reguladora de 4ilA, o si tienen
un efecto en cascada al regularse positivamente uno al otro, se analizd la expresion de la
fusion hild-cat en las cepas mutantes AsirA y AhilD, en presencia de plasmidos que
expresan a HilD o SirA bajo un promotor constitutivo. Para esto, los plasmidos
pK3HilD1 y pK3SirAl se transformaron en las cepas Asird y AhilD que contienen el
plasmido pHilA-catl. Posteriormente, se determind la actividad especifica de la enzima
CAT de las transformantes, a partir de muestras de cultivos crecidos en LB durante 5
horas.

Como se muestra en la figura 11, en la cepa AhilD que contiene el vector
pMPM-K3 o el plasmido pK3SirAl, que expresa SirA, no se detectd expresion de la
fusion hilA-cat, mientras que en la que contiene el plasmido que expresa HilD
(pK3HilD1), la expresion de la fusion hilA-cat se incrementd incluso a un nivel mayor
que su expresion en la cepa silvestre.

Por otro lado, en la cepa AsirA4 que contiene el vector pMPM-K3 la expresion de
la fusion hild-cat disminuyd mas de 2 veces, con respecto a su expresion en la cepa
silvestre (Fig. 11). Sin embargo, la presencia de los plasmidos que expresan SirA o
HilD restauraron la expresion de la fusion hilA-cat en la mutante AsirA, a niveles
mayores que su expresion en la cepa silvestre.

En conjunto, los resultados anteriores indican que SirA no puede inducir la
expresion de hilA en ausencia de HilD, mientras que HilD si es capaz de inducir la
expresion de hilA en ausencia de SirA.
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Fig. 11. HilD puede inducir directamente la expresion de hil4 en ausencia de SirA.
Plasmidos derivados del vector pMPM-K3, que expresan a SirA (pK3SirAl) o a HilD (pK3HilD1) a
partir del promotor lac, fueron transformados en las cepas mutantes AhilD y AsirA que contienen el
plasmido pHilA-catl que expresa la fusion hil4-cat. Las cepas transformadas se cultivaron en medio LB
(Luria-Bertani) en agitacion a 37°C. La expresion de la fusion kil4-cat en estas cepas, asi como en la cepa
silvestre de S. Typhimurium SL1344, fue determinada mediante la cuantificacion de la actividad
especifica de la enzima CAT (cloranfenicol acetil transferasa) a partir de muestras que se tomaron a las 5
horas de crecimiento. Los datos mostrados son representativos de tres experimentos independientes.

Como una forma de corroborar los resultados anteriores, pensamos realizar un
experimento similar al descrito en la figura 11 pero ahora detectando directamente la
expresion del regulador HilA. Al no contar con anticuerpos anti-HilA, optamos por
utilizar una estrategia que permite marcar a las proteinas con un epitopo conocido en el
extremo carboxilo terminal y para el cual se cuenta con anticuerpos comerciales. De
esta manera, el gen cromosomal 4il4 en la cepa silvestre de S. Typhimurium se fusiono
en fase con la secuencia que codifica para el epitopo FLAG de la manera descrita en la
seccion de metodologia, de tal forma que se exprese la proteina de fusion HilA-FLAG,
que puede ser detectada con anticuerpos anti-FLAG. En la figura 12 se muestra que el
regulador HilA-FLAG se detectd claramente como una banda de 65.7 KDa, el tamafio
esperado para esta proteina. Ademas, mediante el andlisis del perfil de secrecion de
proteinas de esta cepa (dato no mostrado), comprobamos que el epitopo FLAG no afecta
la funcionalidad de HilA. Actualmente se estd etiquetando a la proteina HilA en las
cepas mutantes AsirA y AhilD para realizar el experimento que tenemos planeado.
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Fig. 12. Inmunodeteccion de HilA-FLAG. La expresion de HilA-FLAG en la cepa silvestre de S.
Typhimurium SL1344, fue analizada mediante “western immunoblot” utilizando un anticuerpo
monoclonal contra el epitopo FLAG. Los extractos de proteinas totales fueron obtenidos de muestras de
cultivos bacterianos crecidos en medio LB (Luria-Bertani) en agitacién durante 5 horas.

HilA es el regulador central de los genes de SPI-1, pues controla la expresion de
los genes que codifican para el SSTT, asi como la de los genes que codifican para las
proteinas que se secretan por este sistema (Bajaj ef al., 1995). Como alternativa para
corroborar la existencia de la cascada de regulacion formada por SirA y HilD sobre la
expresion de hilA, se analizaron los perfiles de secrecion de proteinas de las cepas
mutantes AhilD y AsirA transformadas con los plasmidos pBADHilD1 o pBADSIirAl,
que expresan a HilD o SirA, respectivamente, bajo control del promotor araBAD, el
cual se induce en presencia de arabinosa. Los perfiles de secrecién se obtuvieron de
cultivos crecidos en LB durante 9 horas.

Como se muestra en la figura 13, en el perfil de proteinas secretadas de la cepa
silvestre de Salmonella se detectan principalmente las proteinas SipA, SipB y SipC,
proteinas efectoras codificadas dentro de SPI-1, que se secretan por el SSTT codificado
en esta misma isla. Asi mismo, se detecta una proteina abundante que corresponde a la
proteina del flagelo, FliC. La expresion de esta proteina no estd bajo el control de los
reguladores de los genes de SPI-1 y su secrecion es dependiente del SSTT flagelar.
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Fig. 13. HilD es capaz de restaurar la expresion y secrecion de proteinas codificadas por
SPI-1 en una mutante sir4 de S. Typhimurium. EI perfil de secrecion de proteinas fue analizado
a partir de extractos de proteinas secretadas en las cepas AhilD y AsirA que contienen pldsmidos que
expresan a HilD (pBADHilD1) o SirA (pBADSirAl) a partir de un promotor inducible con arabinosa. Se
analizaron muestras de cultivos crecidos en el medio de cultivo LB (Luria-Bertani) en agitaciéon durante
10 horas. La induccion se realizoé con 0.1% de arabinosa. Las proteinas SipA, SipB y SipC son proteinas
secretadas mediante el SSTT de SPI-1. La proteina FliC es una proteina del flagelo; su secrecion y su
regulacion son independientes del SSTT de SPI-1. En la figura se muestran datos representativos de tres
experimentos independientes.

En la cepa mutante AZilD que contiene el vector pPBADMycHisA, no se
detectaron las proteinas SipA, SipB y SipC en los perfiles de proteinas secretadas.
Asimismo, en la cepa AsirdA disminuy6 drasticamente la secrecion de dichas proteinas
en comparacion con el perfil de secrecion observado en la cepa silvestre (Fig. 13). La
presencia del plasmido que expresa HilD (pBADHilD1) restaur6 la secrecion de estas
proteinas efectoras tanto en la mutante AkilD como en la AsirA, detectandose a un nivel
mayor que en la cepa silvestre (Fig. 13). De manera interesante, en la mutante AsirA4 se
restaurd el perfil de proteinas secretadas aln sin la induccién con arabinosa (Fig. 13), lo
cual se discutira posteriormente. Por otro lado, la presencia del plasmido que expresa
SirA (pBADSIirAl) restaur6 la secrecion de SipA, SipB y SipC en la cepa mutante
AsirA pero no en la mutante AhilD (Fig. 13).

Asi, en conjunto, los resultados anteriores indican que HilD induce directamente
la expresion de hil4, mientras que el efecto de SirA sobre la expresion de 4ilA4 parece
ser en cascada, al regular positivamente la expresion de AilD.




* HilD no requiere de otro regulador especifico de Salmonella para inducir la
expresion de hilA.

Para determinar si HilD actua solo o junto con otro regulador presente en
Salmonella para inducir la expresion de hilA, se evalu6 la expresion de la fusion hild-
cat en la cepa silvestre de E. coli MC4100 transformada con el plasmido que expresa a
HilD o SirA (pK3HilD1 o pK3SirAl, respectivamente) bajo un promotor constitutivo.

En la cepa de E. coli que contiene el vector pMPM-K3 o el plasmido que
expresa SirA (pK3SirAl), la fusidon hild-cat se expresd aproximadamente 5 veces
menos que en la cepa silvestre de S. Typhimurium (Fig. 14, panel superior). La
presencia del plasmido que expresa HilD (pK3HilD1) indujo la expresion de la fusion
hilA-cat en E. coli, a un nivel 4 veces mayor que su expresion en la cepa silvestre de S.
Typhimurium (Fig. 14, panel superior).
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Fig. 14. HilD no requiere de SirA para inducir la expresion de hil4 en E. coli. La expresion
de la fusion hildA-cat fue analizada en la cepa de E. coli MC4100 (panel superior) y en su derivada
mutante AuvrY::km (panel inferior) en presencia de plasmidos que expresan a HilD (pT3HilD1 o
pK3HilD1) o a SirA (pT3SirAl o pK3SirAl). Estos plasmidos son derivados de los vectores pMPM-K3
(km") o pMPM-T3 (tet’), que contienen el promotor /ac. La actividad especifica de la enzima CAT
(cloranfenicol acetil transferasa) se determind de muestras de cultivos a las 5 horas de crecimiento en
medio LB (Luria-Bertani) a 37°C. Los datos mostrados representan el promedio de tres experimentos
independientes.

La presencia de UvrY en E. coli, que presenta 96% de identidad con SirA de
Salmonella (Johnston et al., 1996), planteaba la posibilidad de que este regulador
tuviera un efecto en la induccion de la expresion de la fusioén hild-cat en E. coli,




mediada por HilD. Para analikzar esto, se realizé un experimento similar al anterior,
analizando la expresion de la fusion en la cepa AuvrY::km de E. coli (Fig. 14, panel
inferior).

En este caso, debido a la resistencia de la mutante construida, se emplearon los
plasmidos pT3HilD1 y pT3SirA1l, derivados del vector pMPM-T3, que expresan a HilD
y SirA, respectivamente. Estos plasmidos también fueron evaluados en la cepa E. coli
MC4100, obteniéndose resultados semejantes a los obtenidos con los plasmidos
derivados del vector pMPM-K3 (Fig. 14, panel superior).

Como se muestra en el panel inferior de la figura 14, en la cepa E. coli
AuvrY::km la expresion de hilA-cat fue inducida en presencia del plasmido que expresa
HilD (pT3HilD1), pero no en presencia de los plasmidos pMPM-T3 o pT3SirAl.

Estos resultados corroboran que HilD regula directamente la expresion de hilA.
Ademas, indican que HilD no requiere de otro regulador de Salmonella para inducir la
expresion de hilA.

* SirA modula positivamente la expresion de AilD.

Los resultados anteriores sugieren que SirA regula positivamente la expresion de
hilD. Para comprobar esto, el pldsmido pHilD-catl, que contiene una fusion
transcripcional hilD-cat, se transformd en la cepa silvestre de S. Typhimurium, asi como
en las cepas mutantes AhilD::km y sird::tet. Posteriormente, se determiné la actividad
especifica de CAT a partir de muestras de cultivos de las transformantes crecidas en LB
durante 5 horas.

La expresion de la fusion hilD-cat disminuy6 60% en la mutante sird::tet y 95%
en la mutante AkilD::km, con respecto a su expresion en la cepa silvestre (Fig. 15).
Estos resultados son consistentes con reportes previos que indican que HilD se
autoregula positivamente (Olekhnovich y Kadner, 2004) y que en una mutante sir4 se
disminuye alrededor del 50% la expresion de 4ilD (Ellermeier et al., 2005).
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Fig. 15. SirA se requiere para la expresion 6ptima de HilD. El plasmido pHilD-catl que
contiene la fusion AilD-cat, fue transformado en la cepa silvestre de S. Typhimurium SL1344, asi como
en sus derivadas mutantes sird::tet, AbarA::km y AhilD::km. Las cepas transformadas se cultivaron en
medio LB (Luria-Bertani) en agitacion, a 37°C. La actividad especifica de la enzima CAT (cloranfenicol
acetil transferasa), expresada por la fusion, fue determinada de muestras de cultivos que se tomaron a las
5 horas de crecimiento. Los datos mostrados son representativos de tres experimentos independientes.

Estos resultados sugieren que SirA se requiere solamente para la expresion
optima de AilD, actuando probablemente como un modulador positivo.

Para verificar los resultados anteriores, decidimos analizar la expresion de la
proteina HilD en la cepa silvestre de S. Typhimurium y en su derivada mutante Asir4.
Para esto, se etiqueto el gen cromosomal 4i/D con una secuencia que codifica el epitopo
FLAG, en la cepa silvestre de S. Typhimurium, como se describe en la seccion de
metodologia. Se obtuvieron extractos totales de proteinas a partir de muestras de
cultivos de esta cepa, crecidos en LB durante 5 horas, los cuales se analizaron por
“Western blot” utilizando un anticuerpo monoclonal anti-FLAG. Como se muestra en la
figura 16, no fuimos capaces de detectar la expresion de HilD-FLAG. En contraste, en
este mismo experimento si se detectaron las proteinas HilC-FLAG y SirA-FLAG (Fig.
16), a partir de cepas en las que se etiquetaron los genes 4ilCy sirA, las cuales fueron
usadas como controles.
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Fig. 16. La proteina HilD-FLAG no puede ser detectada inmunolégicamente. La expresion
de HilD-FLAG, HilC-FLAG y SirA-FLAG en cepas silvestres de S. Typhimurium SL1344, se analiz6
mediante “western immunoblot” utilizando un anticuerpo monoclonal contra el epitopo FLAG. Para esto
se utilizaron los extractos de proteinas totales de muestras de cultivos bacterianos crecidos en medio LB
(Luria-Bertani) durante 5 horas.

Ademas, la cepa que contiene Ail/D etiquetado, esta afectada en la secrecion de
proteinas, ya que no se detectaron las proteinas SipA, SipB y SipC, presentando un
fenotipo similar al de la mutante A4ilD (Fig. 17).
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Fig. 17. El perfil de secrecion proteica afectado en la cepa que contiene la proteina HIID-
FLAG se restaura en presencia del plaismido que expresa HilD. Se analiz6 el perfil de secrecion
proteica de la cepa silvestre de S. Typhimurium SL1344, asi como de las cepas que tienen la proteina
HilD marcada con la etiqueta de FLAG en ausencia o presencia del plasmido pBADHiID. Este plasmido
expresa a HilD bajo un promotor inducible con arabinosa. Se emplearon extractos de las proteinas
secretadas a partir de muestras tomadas a las 10 horas de crecimiento en cultivos en medio LB (Luria-
Bertani) a 37°C.

Para solucionar esto, procedimos a etiquetar el gen 4i/D con una secuencia que
codifica para un epitopo de hemaglutinina (HA), que es tres veces mas pequefio que el
epitopo FLAG. Sin embargo, la proteina HilD-HA tampoco pudo ser detectada y la cepa
que la expresa esta también afectada en la secrecion de proteinas (datos no mostrados).

Para tratar de discernir si las etiquetas afectan la actividad o la estabilidad de
HilD, la cepa que tiene 4ilD etiquetado con FLAG se transform6 con el plasmido




pBADHIIDI, que expresa a HilD bajo un promotor inducible por arabinosa. Asi, si la
proteina HilD-FLAG fuera estable pero no funcional, la presencia de la proteina HilD
tendria que inducir su expresion y de esta manera deberia ser detectada en el
experimento de western blot con el anticuerpo anti-FLAG. Como se esperaba, la
presencia del plasmido pPBADHiID1 restaur6 el perfil de secrecion en la cepa que tiene
hilD etiquetado con FLAG (Fig. 17). Sin embargo, ain en esta cepa no se detecto la
proteina HilD-FLAG en el experimento de “Western blot” utilizando el anticuerpo anti-
FLAG (Fig. 18). Estos resultados nos indicaron que la proteina HilD o el ARNm de
hilD podrian ser inestables cuando se fusionan con las secuencias que codifican para los
epitopos FLAG o HA.

. 5. Typhimurium WT
. S. Typhimurium WT HilD-FLAG

. 5. Typhimurium WT HilD-FLAG ! pBADHIID1 . 36.57 KDa
. 5. Typhimurium WT HilC-FLAG = 26.6 KDa
. 5. Typhimurium WT SirA-FLAG

Fig. 18. La proteina HilD-FLAG no puede ser detectada inmunolégicamente en presencia
del plasmido que expresa HilD. La expresion de HilD-FLAG, fue analizada en la cepa silvestre de S.
Typhimurium SL1344 en presencia y ausencia del pldsmido que expresa HilD. Asimismo, se analizo la
expresion de HilC-FLAG y SirA-FLAG. La deteccion de las proteinas se analiz6 mediante “western
immunoblot” utilizando un anticuerpo monoclonal contra el epitopo FLAG. Se utilizaron extractos de
proteinas totales a partir de muestras de cultivos bacterianos crecidos en medio LB (Luria-Bertani)
durante 5 horas.

* SirA requiere de su proteina cinasa BarA para regular la expresion de los
genes de SPI-1.

SirA forma un sistema de dos componentes junto con BarA, una proteina cinasa
que fosforila a SirA y que se propone es la encargada de la deteccion de sefales
ambientales que regulan la expresion de los genes de SPI-1 (Lawhon et al., 2002; Altier
et al., 2000). Con el fin de determinar si SirA requiere de su cinasa BarA para su papel
de regulador positivo de la expresion de los genes de SPI-1, se evalud la expresion de
las fusiones hilA-cat, hilC-cat y hilD-cat en la cepa silvestre de S. Typhimurium y en
sus derivadas mutantes AbarA4::kmy Asir4::km.

Como se muestra en las figuras 15, 19 y 20, hubo una disminucién similar de la
expresion de las fusiones hild-cat, hilC-cat y hilD-cat en las mutantes Asird::km y
AbarA::km, con respecto a su expresion en la cepa silvestre.
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Fig. 19. SirA necesita de BarA para inducir la expresion de hilA. El plasmido pHilA-catl que
expresa la fusion hild-cat fue transformado en la cepa silvestre de S. Typhimurium SL1344 y en sus
derivadas mutantes Asird::km y AbarA::km. La actividad especifica de la enzima CAT (cloranfenicol
acetil transferasa), expresada por la fusion, fue determinada de muestras de cultivos que se tomaron a las
5 horas de crecimiento en medio LB (Luria-Bertani) en agitacion, a 37°C. Los datos mostrados son
representativos de tres experimentos independientes.

hilC-cat

|—
<l
Q
L]
h=]
o @
g E
Mo o
gE
2E
s 9
g g
[}
=
2
el
]
<

Fig. 20. SirA necesita de BarA para inducir la expresion de hilC. El plasmido pHilC-catl que
expresa la fusion hilC-cat fue transformado en la cepa silvestre de S. Typhimurium SL1344 y en sus
derivadas mutantes AsirA::km y AbarA::km. Las cepas transformadas se cultivaron en medio LB (Luria-
Bertani) en agitacion, a 37°C. La actividad especifica de la enzima CAT (cloranfenicol acetil transferasa),
expresada por la fusion, fue determinada de muestras de cultivos que se tomaron a las 5 horas de
crecimiento. Los datos mostrados son representativos de tres experimentos independientes.




Estos resultados sugieren que SirA necesita de BarA para ejercer su papel como
regulador positivo de la expresion de los genes de SPI-1.

* SirA regula positivamente la expresion de hilC y rtsA, a través de la
regulacion de hilD.

Como mostramos en los experimentos anteriores, SirA regula positivamente la
expresion de hilD y hilC. Estudios previos han reportado que SirA induce la expresion
de 4ilC al unirse directamente a su region reguladora (Teplitski et al., 2003). Ademas, se
ha reportado que la sobre-expresion de HilD, HilC y RtsA incrementa la expresion de
sus propios genes y, reciprocamente, la de los otros dos genes que codifican estas
proteinas homologas (Olekhnovich y Kadner, 2004; Ellermeier et al., 2005). Con base
en estos resultados se ha propuesto que HilD, HilC y RtsA forman entre ellas un
circuito de regulacion positivo (Ellermeier et al., 2005).

Para definir de qué manera SirA regularia la expresion del circuito de regulacion
formado por HilD, HilC y RtsA, analizamos la expresion de las fusiones
transcripcionales hilD-cat, hilC-cat y rtsA-cat en la cepa silvestre de S. Typhimurium y
en sus derivadas mutantes AsirA::km, AhilD::km, AhilC::km y ArtsA::-km.

Los niveles de expresion de las fusiones hilD-cat, hilC-cat y rtsA-cat
disminuyeron en las mutantes AsirA.::km y AhilD::km, siendo mas drastica dicha
disminucion en la mutante AkilD::km (Figs. 21, 22 y 23). En contraste, en las mutantes
AhilC::km y ArtsA::km, la expresion de hilC, hilD y rtsA fue similar a los niveles que
se obtienen en una cepa silvestre (Figs. 21, 22 y 23). Estos resultados indican que, en las
condiciones de crecimiento evaluadas, SirA y HilD regulan positivamente la expresion
de hilD, hilC'y rtsA, mientras que HilC y RtsA no tienen un papel en la expresion de
estos genes.
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Fig. 21. SirA y HilD estin involucrados en la expresion de hilC. La cepa silvestre de S.
Typhimurium SL1344, asi como sus derivadas mutantes Asird::km, AhilD::km, AhilC::km y ArtsA::km,
fueron transformadas con el plasmido pHilC-catl que expresa la fusion hilC-cat. Las cepas transformadas
se cultivaron en medio LB (Luria-Bertani) en agitacion, a 37°C. La actividad especifica de la enzima
CAT (cloranfenicol acetil transferasa), expresada por la fusion, fue determinada de muestras de cultivos
que se tomaron a las 5 horas de crecimiento. Los datos mostrados representan el promedio de tres
experimentos realizados de manera independiente.
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Fig. 22. SirA y HilD controlan la expresion de rtsA. El plasmido pRtsA-catl que expresa la
fusion rtsA-cat, fue transformado en la cepa de S. Typhimurium SL1344, asi como en sus derivadas
mutantes AsirA::km, AhilD::km, AhilC::km y ArtsA::km. La expresion de la fusion fue determinada
mediante la cuantificacion de la actividad especifica de CAT (cloranfenicol acetil transferasa) a partir de
muestras de cultivos crecidos en medio LB (Luria-Bertani) en agitacion, a 37°C durante 5 horas. Los
datos mostrados representan el promedio de tres experimentos independientes.
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Fig. 23. SirA y HilD estian involucrados en la expresion de AilD. La expresion de la fusion hilD-
cat, a partir del plasmido pHilD-catl, fue analizada en la cepa silvestre de S. Typhimurium SL1344 y en
sus derivadas mutantes Asir4::km, AhilD::km, AhilC::km y ArtsA::km. Las cepas analizadas se cultivaron
en medio LB (Luria-Bertani) en agitacién, a 37°C. La expresion de la fusion fue analizada mediante la
cuantificacion de la actividad especifica de la enzima CAT (cloranfenicol acetil transferasa), a partir de
muestras de cultivos que se tomaron a las 5 horas de crecimiento. Los datos son representativos de tres
experimentos realizados de manera independiente.

Para determinar si el efecto de SirA sobre la expresion de los genes hilC'y rtsA
es directo, o es a través de HilD, se analizo la expresion de las fusiones hilD-cat, hilC-
cat 'y rtsA-cat en cepas de E. coli que contienen plasmidos que expresan HilD o SirA,
pT3HilD1 o pT3SirAl, respectivamente.

La presencia del plasmido pT3HilD1 indujo la expresion de las fusiones  AhilC-
cat y rtsA-cat en E. coli, las cuales son inactivas en presencia del plasmido pT3SirAl o
el vector pMPM-T3 (Figs. 24 y 25). En contraste, la fusion de hilD-cat es activa en
E.coli en presencia unicamente del vector; sin embargo, en presencia del plasmido
pT3HilD1 su actividad se incremento, lo cual es consistente con la autoregulacion. Por
su parte, el plasmido pT3SirAl no tuvo efecto en la actividad de la fusion hilD-cat (Fig.
26).

En conjunto, estos resultados indican que SirA regula la expresion de hilC'y rtsA
a través de HilD. Asi mismo, muestran que HilD no requiere de otro regulador de
Salmonella para inducir la expresion de hilCy rtsA. Ademas, revelan que, en E. coli,
hilD se expresa en ausencia de HilD y SirA.
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Fig. 24. HilD induce directamente la expresion de la fusion hilC-cat en E. coli. Se analizd la
expresion de la fusion 4i/C-cat contenida en el plasmido pHilC-catl, en la cepa silvestre de E. coli
MC4100, en presencia de los plasmidos que expresan a HilD (pT3HilD1) o SirA (pT3SirAl) bajo un
promotor constitutivo. Se emplearon muestras de cultivos a las 5 horas de crecimiento en LB (Luria-
Bertani) a 37°C. Los resultados mostrados representan el promedio de tres experimentos realizados de
manera independiente.
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Fig. 25. HilD puede inducir directamente la expresion de rzs4 en E. coli. El plasmido pRtsA-
catl que expresa la fusion rtsd-cat, fue transformado en la cepa silvestre de E. coli MC4100 en presencia
de los plasmidos pT3HilD1 y pT3SirAl que expresan a HilD y SirA respectivamente, bajo el promotor de
lac. La expresion de la fusion rzsA-cat se determind de muestras de cultivos a las 5 horas de crecimiento
en LB (Luria-Bertani) a 37°C. Los resultados obtenidos representan el promedio de tres experimentos
independientes.
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Fig. 26. HilD es capaz de inducir su propia expresion en E. coli. La expresion de la fusion hilD-
cat contenida en el plasmido pHilD-catl fue analizada en la cepa silvestre de E. coli MC4100 que
contiene el plasmido que expresa a HilD (pT3HilD1) o SirA (pT3SirAl). La actividad especifica de CAT
(cloranfenicol acetil transferasa), expresada por la fusién, se determind de muestras de cultivos a las 5
horas de crecimiento en LB (Luria-Bertani) a 37°C. Los datos mostrados son representativos de tres
experimentos realizados de manera independiente.

* La cascada de regulacion formada por SirA y HilD se requiere para la
expresion de los genes de SPI-2 .

En estudios anteriores se habia reportado que los genes de SPI-1 y SPI-2 se
expresan solo cuando se crece a Sal/monella en medio LB o medio minimo,
respectivamente. Asi, se ha postulado que el crecimiento en medio LB semeja las
condiciones extracelulares en el intestino, mientras que el crecimiento en medio minimo
mimetiza las condiciones intracelulares que encuentra Sa/monella en sus hospederos.

Sin embargo, en nuestro grupo de investigacion se encontrd que, al igual que los
genes de SPI-1, los genes de SPI-2 se expresan cuando se crece a Salmonella en el
medio de cultivo LB. Pero mientras que los genes de SPI-1 se expresan al final de la
fase exponencial de crecimiento, los genes de SPI-2 se expresan en una etapa muy
tardia de la fase estacionaria (Fig. 6). Ademas, se ha determinado que HilD y SirA,
reguladores de los genes de SPI-1, se requieren para la expresion de los genes de SPI-2
en estas condiciones de crecimiento (Fig. 7).

Para determinar si SirA y HilD regulan la expresion de los genes de SPI-2 a
través de la regulacion del sistema de dos componentes SsrA/B, codificado en SPI-2, el
cual controla la expresion de todos los genes de SPI-2, se analiz6 la expresion de SsrB
en la cepa silvestre de S. Typhimurium y en sus mutantes derivadas Ahil4::km,
AhilD::km, AhilC::km, Asird::km, AompR::km y AssrB::km. Para esto, se obtuvieron




extractos totales de proteinas de muestras de cultivos de estas cepas crecidos en LB
durante 10 horas, los cuales se analizaron por western blot, utilizando un anticuerpo
policlonal anti-SsrB.

Fig. 27. SirA, HilD y OmpR son requeridos para la expresion de SsrB en medio LB. La
expresion de SsrB en la cepa silvestre de S. Typhimurium SL1344, asi como en sus derivadas mutantes
AhilA::km, AhilD::km AhilC::km AsirA::km, AompR::km, y AssrB::km, fue analizada mediante “western
immunoblot” utilizando un anticuerpo policlonal contra SsrB. Se utilizaron extractos totales obtenidos a
partir de muestras de cultivos bacterianos crecidos en medio LB (Luria-Bertani) durante 10 horas. Como
control se detect6 la expresion de DnaK, una proteina de expresion constitutiva.

La Fig. 27 muestra que la expresion de SsrB se reduce drasticamente en las
mutantes AhilD::km, AsirA::km y AompR::km. En contraste, SsrB se detectd en las
mutantes AhilA:-km y AhilC::km de la misma manera que en la cepa silvestre (Fig. 27).
Como un control, en los mismos extractos de proteinas se detect6 la presencia de Dnak,
una proteina que se expresa constitutivamente. Como se esperaba, DnaK se detectd de
manera similar en todas las cepas analizadas (Fig. 27).

Estos resultados indicaron que SirA, HilD y OmpR son requeridos para la
expresion de SsrB en medio LB, una condicidon que semeja el ambiente extracelular que
detecta Salmonella en el intestino.

Para definir si la regulacion positiva de ss7B mediada por SirA y HilD se da en
cascada, al igual que la regulacion de 4ilA4, la expresion de SsrB se analizo en las cepas
mutantes AhilD::km y Asird::km que contienen los plasmidos pBADHiID1 o
pBADSIrA1, que expresan HilD o SirA, respectivamente. La expresion de SsrB se
detect6 por western blot como se describio en el experimento anterior.

La expresion de HilD a partir del plasmido pBADHiID1 restaurd la expresion de
SsrB en las mutantes AhilD::km y AsirA.::-km, mientras que la expresion de SirA a partir
del pladsmido pBADSIirAl restaurd la expresion de SsrB Unicamente en la cepa
AsirA::km (Fig. 28).

Estos resultados indicaron que la cascada de regulacion formada por SirA y
HilD controla positivamente la expresion de ssrB, de manera similar a como lo hace
para la expresion de hilA.
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Fig. 28. La cascada de regulacion conformada por SirA y HilD, controla la expresion de
SsrB. La expresion de SsrB fue detectada en la cepa silvestre de S. Typhimurium SL1344 y en las cepas
mutantes AhilD::km y AsirdA::km que contienen los plasmidos que expresan a HilD (pBADHilD1) o a
SirA (pBADSIirA1l) bajo un promotor inducible con arabinosa. La deteccion se realizé mediante “western
immunoblot” utilizando un anticuerpo policlonal contra SsrB. Se utilizaron extractos de proteinas totales
obtenidos a partir de muestras de cultivos bacterianos crecidos en medio LB (Luria-Bertani) durante 10
horas. Como control se detectd la expresion de DnaK, una proteina de expresion constitutiva.

* SirA no se requiere para la enfermedad sistémica producida por S.
Tyhimurium en el raton.

Previamente se ha reportado que cepas de S. Typhimurium con mutaciones en
genes de SPI-1 estan atenuadas cuando son inoculadas por via oral (VO) en el raton,
pero no por via intraperitoneal (VIP) (Galan y Curtis, 1989), mientras que las mutantes
en genes de SPI-2 estan atenuadas cuando se inoculan tanto por VO como por VIP
(Hensel et al., 1998).

Dada la importancia de SirA para activar la expresion tanto de genes de la SPI-1
como de la SPI-2, se analizé la sobrevivencia en ratén de la cepa silvestre de S.
Typhimurium y de su derivada mutante Asir4::km, inoculadas VO y VIP, con el fin de
determinar la importancia que tiene la funcion de SirA en la expresion de los genes de
SPI-1 y SPI-2, observada in vitro, durante la infeccion de S. Typhimurium al raton.
Para esto, se determind lo que se conoce como el indice de competencia (IC), en el cual
se compara la sobrevivencia en un mismo raton de una cepa silvestre y una mutante. El
IC se obtiene al infectar a un ratéon con una mezcla de igual numero de bacterias de las
dos cepas y posteriormente cuantificar el nimero de bacterias de cada cepa que se
recuperan de los 6rganos, principalmente el higado y el bazo. La relacion del nimero de
bacterias inoculadas y recuperadas de los 6rganos de la cepa silvestre y mutante es el
IC. Un IC de 1 significa que ambas cepas de la mezcla sobreviven y son recuperadas en




igual cantidad en los 6rganos, es decir, que ambas cepas pudieron llegar a colonizar los
organos de la misma manera, mostrando el mismo grado de virulencia.

Para la inoculacion VO se obtuvieron los IC de la mezcla AsirA::km/silvestre de
dos ratones, mientras que para la inoculacion VIP se obtuvieron los IC de cuatro
ratones; en ambos casos, con las bacterias recuperadas del higado o del bazo. Como un
control de estos experimentos también se obtuvieron los IC para la mezcla
AssrB::km/silvestre. Como se menciond anteriormente, el gen ssrB codifica para el
principal regulador de los genes de SPI-2. Los IC que se obtuvieron con las bacterias
recuperadas a partir del higado o el bazo fueron similares (Figs. 29 y 30; Tablas 6y 7),
asi que se obtuvieron promedios que incluyen los IC de estos dos drganos.

Para la mezcla de bacterias AsirA.:km/silvestre inoculada VO o VIP el IC
promedio fue de 1.46 y 0.391, respectivamente. En contraste, para la mezcla de
bacterias AssrB::km/silvestre inoculada VO o VIP el IC promedio fue de de 2.36 x 10
y 2.8 x 10, respectivamente (Figs. 29 y 30; Tablas 6y 7). Estos resultados muestran
claramente que la mutante AsirA.::km sobrevive y coloniza el higado y el bazo de
manera similar a la cepa silvestre, mientras que la mutante AssrB::-km est4 severamente
atenuada en su capacidad de sobrevivir y colonizar estos 6rganos.
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Fig. 29. La mutante en sir4 no estia atenuada cuando se inocula por via oral a ratones. La
sobrevivencia en ratones de la cepa mutante en sirAd se determind mediante el calculo de los Indices de
competencia (IC) de las cepas de S. Typhimurium Asird::km/silvestre, AssrB::km/silvestre y
sird::tet/AssrB::km. Se analiz6 el bazo e higado de ratones infectados por via oral. Cada punto equivale a

un ratén infectado.

Tabla

6. Indices de competitividad obtenidos con la inoculacién de las cepas

AsirA::km/silvestre, AssrB::km/silvestre y AssrB::km/sirA::tet por via oral. Cada par de
organos (higado y bazo), corresponde a un ratéon

Mezcla Mezcla Mezcla
AsirA/silvestre AssrB/silvestre AssrB/sirA
Organos IC Organos IC Organos IC
Bazo | 2.19 Bazo | 1.6x 107 Bazo | 536x10°
Bazo 2 0.25 Bazo 2 6.22x10° Bazo 2 6.92x10°
Higado 1 2.41 Higado 1 6.6x 107 | Higado 1 8.2x 10"
Higado 2 1.01 Higado 2 2.38x10° | Higado2 | 7.9x10°
PROMEDIO | 1.46 2.36 X 10-° 525X 10°
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Fig. 30. La mutante en sir4 estd muy poco atenuada cuando se inocula por via
intraperitoneal a ratones. La sobrevivencia en ratones de la cepa mutante en Asird se determind
mediante el calculo de los Indices de competencia (IC) de las cepas de S. Typhimurium
Asird: :km/silvestre, AssrB::-km/silvestre y AssrB::-km/sirA::tet. Se analiz6 el bazo e higado de ratones
infectados por via intraperitoneal. Cada punto equivale a un raton infectado.

Tabla 7. indices de competitividad obtenidos con la inoculacién de las cepas
AsirA::km/silvestre, AssrB::km/silvestre y sirA::Tet/AssrB::km por via intraperitoneal.
Cada par de organos (higado y bazo), corresponde a un ratéon

Mezcla Mezcla Mezcla
AsirA/silvestre AssrB/silvestre AssrB/AsirA
Organos IC Organos IC Organos IC
Bazo 1 No se Bazo 1 4.84x 10" Bazo 1 1.5x 10"
trabajo
Bazo 2 0.42 Bazo 2 1.63x 10 Bazo 2 2.1x 107
Bazo 3 0.47 Bazo 3 8.45x 107 Bazo 3 6x 10~
Bazo 4 0.39 Bazo 4 2.69x 10" Bazo 4 13x 10"
Bazo 5 23x 10"
Higado 1 0.12 Higado 1 7.64x10° | Higadol | 4.7x10"
Higado 2 0.34 Higado 2 3.10x 10* | Higado2 | 2.8x10~
Higado 3 0.44 Higado 3 735x 10" | Higado3 | 2.3x10°
Higado 4 0.56 Higado 4 1.17x 10" | Higado 4 1.1x 10"
| | Higado5 | 7x10°
PROMEDIO | 0.391 | 2.8X10" | | 9.45 X 10™




Para descartar que un probable defecto en la virulencia de la mutante Asir4: -km
pudiera ser enmascarado al mezclarse con la cepa silvestre, se obtuvieron los IC para
una mezcla AssrB::km/sirA::tet inoculada por VIP y VO. Los IC promedio para esta
mezcla inoculada VO o VIP fueron 5.25 x 10° y 9.45 x 10, respectivamente (Figs. 29
y 30; Tablas 6 y 7). Estos IC son similares a los obtenidos con la mezcla
AssrB::km/silvestre, mostrando que el efecto en atenuacion de la mutante Ass#B::-km es
similar cuando se compara con la cepa silvestre y con la mutante sirA4::tet, lo que indica
que la cepa silvestre y las mutantes en sir4 sobreviven de manera similar en el raton.

En conjunto, estos resultados indican que SirA no se requiere para la
enfermedad sistémica que produce S. Typhimurium en el raton.




5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El mecanismo por el cual SirA regula positivamente la expresion de HilA, el
regulador central de los genes de SPI-1, no es claro. Por un lado, se ha propuesto que
existe una regulacion en cascada, en la que SirA induce la expresion de HilD y éste a su
vez regula positivamente la expresion de HilA (Ellermeier et al., 2005). Sin embargo, se
ha observado que en una mutante sir4, la expresion de una fusion transcripcional AilD-
lacZ so6lo se disminuye alrededor del 50%, con respecto a su expresion en una cepa
silvestre de Salmonella (Ellermeier et al., 2005). Ademas, se ha reportado que ambos
reguladores, SirA y HilD, interactian con la region reguladora de hilA, pero que SirA
no interactia con la region reguladora de hilD (Akbar et al., 2003; Schechter y Lee,
2001; Olekhnovich y Kadner, 2002; Teplitski et al., 2003).

Uno de los objetivos de este proyecto fue el esclarecer el mecanismo por el cual
SirA y HilD regulan positivamente la expresion de HilA. Para esto inicialmente nos
planteamos tres posibilidades. La primera, que SirA regulara positivamente a HilD y
éste a su vez activara la expresion de HilA. La segunda, que HilD controlara
positivamente la expresion de SirA y éste a su vez activara la expresion de HilA. Y la
tercera, que se requiriera tanto de SirA como de HilD para que, en conjunto, indujeran
la expresion de HilA (Fig. 8).

Nuestros primeros resultados confirmaron que HilD y SirA se requieren para la
expresion de HilA, ya que la expresion de una fusion hild-cat disminuyd
dramaticamente en las cepas mutantes sirA4.:tet y AhilD::km con respecto a su expresion
en la cepa silvestre de S. Typhimurium (Fig. 10). Posteriormente, mostramos que la
presencia de plasmidos que expresan HilD o SirA, bajo un promotor constitutivo,
restauran la expresion de la fusion hilA-cat en la cepa AsirA (Fig. 11). En contraste,
solo el plasmido que expresa HilD restaura la expresion de esta fusion en la cepa AhilD
(Fig. 11). Asi, estos resultados indicaron que cuando se expresa a HilD bajo un
promotor constitutivo, ya no se requiere de la presencia de SirA para que hild se
exprese.

Resultados similares se obtuvieron al analizar los perfiles de las proteinas
secretadas en estas cepas, ya que plasmidos que expresan HilD o SirA, restauran el
perfil de proteinas secretadas en una cepa mutante Asir4, mientras que Unicamente el
plasmido que expresa HilD restaura el perfil de secrecion en una mutante AhilD (Fig.
13). En estos perfiles se detectan varias proteinas efectoras codificadas en SPI-1, cuya
secrecion depende del SSTT, también codificado en SPI-1. HilA regula positivamente la
expresion de los genes que codifican tanto para las proteinas efectoras como para las
proteinas que forman el SSTT. Asi, el analisis de los perfiles de proteinas secretadas
permitid evaluar de manera indirecta el efecto que tiene HilD o SirA en la expresion del
gen cromosomal /ilA.

Por otro lado, en una cepa silvestre de E. coli K12 y en su derivada mutante
AuvrY::km, la presencia de plasmidos que expresan HilD indujeron la expresion de la
fusion hilA-cat, a niveles incluso mayores que su expresion en la cepa silvestre de S.
Typhimurium (Fig. 14). En contraste, la presencia de plasmidos que expresan SirA no
tuvieron efecto sobre la fusion hil4-cat en estas cepas (Fig. 14). La mutante AuvrY::km




se evalu6 para descartar cualquier efecto que pudiera tener la presencia de UvrY en E.
coli, ya que éste es un ortélogo de SirA (Johnston et al., 1996) y, por lo tanto, podria
cumplir el papel de éste para inducir la expresion de AilA.

En conjunto, estos resultados indicaron que hay una cascada de regulacion en la
que SirA activa la expresion de HilD, el cual a su vez induce la expresion de HilA.

Asi, es posible que lo que se observd en el estudio donde se reportd que SirA se
une a la region reguladora de hilA (Teplitski et al., 2003) haya sido una interaccion
inespecifica de SirA. Alternativamente, SirA podria regular directamente la expresion
de hilA en alguna condicion ambiental diferente a la evaluada en este estudio.

Para confirmar la cascada de regulacion formada por SirA y HilD, se determind
la expresion de una fusion transcripcional hilD-cat en la cepa silvestre de S.
Typhimurium y en sus derivadas mutantes sir4::tet y AhilD::km. Este andlisis mostro
que en la mutante sir4::tet la expresion de la fusion hilD-cat se disminuye alrededor de
50%, mientras que en la mutante Akil/D::km su expresion se disminuye mas del 95%
(Fig. 15). Como una forma de corroborar el efecto de SirA en la expresion de AilD, se
determind también la expresion de la fusion hilD-cat en la cepa AbarA::km. El gen barA
codifica para la proteina cinasa de SirA, por lo cual podriamos esperar que una mutante
en este gen tuviera el mismo fenotipo que la mutante Asir4::tet. Como muestra la figura
15, en la mutante AbarA::km la expresion de la fusion hilD-cat se disminuy6 de manera
similar que en la mutante AsirA::tet. Estos resultados son similares a los obtenidos en
otros estudios, en los que se muestra que HilD se autoregula positivamente
(Olekhnovich y Kadner, 2004) y que en ausencia de SirA se disminuye alrededor del
50% la expresion de una fusion hilD-lacZ (Ellermeier et al., 2005). El hecho de que los
plasmidos que expresan a HilD, bajo un promotor diferente al propio de hilD, sean
capaces de restaurar la expresion de 4il4 en la cepa mutante Asird (Figs. 11 y 13),
sugiere que la regulacion de SirA sobre HilD es a nivel transcripcional y no a nivel
post-transcripcional.

Asi, nuestros resultados, y los resultados de otros grupos, sugieren que SirA se
requiere solamente para la expresion Optima a nivel transcripcional de 4ilD. Es posible
que la propia autoregulacion positiva de HilD genere y mantenga una concentracion
apropiada de este regulador, la cual, sin embargo, en ausencia de SirA no es suficiente
para reconocer especificamente la region reguladora de 4il4 y asi inducir su expresion.
Se ha reportado que HilD induce la expresion de hil4 al contrarrestar la represion
mediada por H-NS sobre su promotor (Schechter y Lee, 2001; Olekhnovich y Kadner,
2006). Esto hace mas factible que se requiera de una concentracion 6ptima de HilD para
poder competir con H-NS por la union sobre la region reguladora de 4ild, y desplazar
dicha represion. Asi, el papel de SirA seria el promover un incremento en el nivel de
HilD, suficiente para que este regulador sea capaz de contrarrestar la represion que
ejerce H-NS sobre el promotor de AilA.

Lo anterior podria explicar lo que se observo en los perfiles de secrecion de
proteinas, en los que el plasmido que expresa HilD bajo el promotor ara (pBADHilD1),
aun sin la induccion con arabinosa restaura el perfil de proteinas secretadas en la
mutante AsirA, pero no lo hace en la mutante AhilD (Fig. 13). Debido a que en la
mutante Asir4 atn habria HilD, aunado a la expresion de escape que podria tener el




plasmido pBADHIID1, se llegaria a la concentracién de HilD adecuada para inducir la
expresion de hilA.

Sin embargo, en torno a estos resultados, no se puede descartar que las fusiones
transcripcionales AilD-cat (este estudio) o hilD-lacZ (Ellermeier et al., 2005) que se han
usado para determinar la expresion de 4i/D en las cepas mutantes sir4, podrian no
contener todos los elementos en cis de hilD que se requieran para su regulacion por
SirA. Asi, estas fusiones podrian no estar reflejando la regulacion transcripcional a la
que estaria sujeto el gen cromosomal de 4ilD.

Para descartar lo anterior, y confirmar los resultados obtenidos con el analisis de
la expresion de la fusion hilD-cat, se planed comparar la expresion de la proteina HilD
en la cepa silvestre de S. Typhimurium y en su derivada mutante Asir4. Para esto se
marco, en ambas cepas, el gen cromosomal 4ilD con una secuencia que codifica un
epitopo FLAG, de manera que se expresara una fusion HilD-FLAG, la cual se puede
detectar con anticuerpos anti-FLAG. Sin embargo, después de varios intentos no fuimos
capaces de detectar la expresion de la proteina HilD-FLAG en la cepa silvestre (Fig.
16). En contraste, en los mismos experimentos de western blot se detectd la expresion
de HilC-FLAG y SirA-FLAG, en cepas silvestres de S. Typhimurium en las cuales se
marcaron los genes hilC y sirA, para ser usadas como controles (Fig. 16). Ademas,
mediante un analisis de proteinas secretadas, observamos que la cepa que tiene hilD
etiquetado presenta el fenotipo de la mutante AhilD (Fig. 17); es decir, que
probablemente el epitopo de FLAG esté afectando la funcion o la estabilidad de HilD o
de su ARNm. A pesar de que la presencia del plasmido pPBADHilD1, que expresa HilD,
restaurd la secrecion de proteinas en la cepa que tiene AilD etiquetado, la proteina HilD-
FLAG no pudo ser detectada (Figs. 17 y 18). Resultados similares se obtuvieron al
marcar al gen hilD con una secuencia que codifica para un epitopo HA (datos no
mostrados). Ya que el plasmido pBADHilD1, en realidad expresa a HilD etiquetada con
6 residuos de histidinas en su extremo carboxilo terminal (HilD-His), la cual si es
funcional (Figs. 13 y 17), estamos marcando el gen cromosomal /i/D con una secuencia
que codifica 6 residuos de histidinas. Asi, esperamos poder detectar la expresion de la
proteina HilD-His funcional en las cepas silvestre y mutante Asir4 por medio de
experimentos de western blot, utilizando un anticuerpo anti-His. Ademas, se tiene
planeado detectar por experimentos de “primer extension” y RT-PCR la expresion del
ARNmMm de 4ilD en estas dos cepas. Con esto podremos determinar con claridad si SirA
tiene un papel solamente de modulador positivo en la expresion de AilD.

Se ha reportado que SirA forma un sistema de dos componentes con BarA, una
proteina cinasa que se propone es la encargada de la deteccion de sefiales ambientales
que regulan la expresion de los genes de SPI-1 (Lawhon ef al., 2002). Ademas, se ha
mostrado que BarA fosforila a SirA y que la fosforilacién incrementa la afinidad de
union a DNA de SirA sobre las regiones reguladoras de hild y hilC (Altier et al., 2000;
Teplitski et al., 2003).

Los resultados obtenidos en este estudio indicaron que disminuye en forma
similar la expresion de las fusiones hilC-cat, hilD-cat 'y hilA-cat en las mutantes
AbarA::km y Asird::km, con respecto a su expresion en la cepa silvestre (Figs. 15, 19y
20). Esto_indica que SirA requiere de su cinasa BarA para regular la expresion de 4ilC,
hilD'y hilA.




Asi mismo, nuestros resultados de las figuras 21 y 22 muestran que SirA y HilD
se requieren para la expresion de hilCy rtsA, ya que la expresion de las fusiones hilC-
cat y rtsA-cat se reduce drasticamente en ambas cepas mutantes Ahi/D::km y Asir4::km
con respecto a su expresion en la cepa silvestre. Se ha reportado que SirA regula
directamente a hilC, al unirse a su region reguladora (Teplitski et al., 2003). Sin
embargo, ya que en este estudio determinamos que SirA y HilD regulan en cascada la
expresion de hil4, investigamos si este mismo mecanismo en cascada regula la
expresion de hilC'y rtsA. Para definir esto, se determind la expresion de las fusiones
transcripcionales hilC-cat, rtsA-cat y hilD-cat en cepas de E. coli que contienen un
plasmido que expresa SirA o HilD. La presencia del plasmido que expresa HilD
incrementd la expresion de las fusiones hilD-cat, hilC-cat y rtsA-cat (Figs. 24, 25 y 26).
En contraste, la presencia del plasmido que expresa SirA no tuvo efecto en dicha
expresion (Figs. 24, 25 y 26). Estos resultados indican que SirA regula la expresion de
hilC'y rtsA, a través de HilD y no directamente. Es posible entonces que, al igual que
para hilA4, en el estudio donde se reportd que SirA se une a la region reguladora de 4ilC
(Teplitski et al., 2003) se haya observado una interaccion inespecifica de SirA.
Alternativamente, SirA podria regular directamente la expresion de hilC y/o rtsA en
alguna condicion ambiental diferente a la evaluada en este estudio.

De manera interesante, la fusion hilD-cat se expreso a un nivel de alrededor del
50% en la cepa silvestre de E. coli o en su derivada mutante AuvrY::-km, con respecto a
su expresion en la cepa silvestre de S. Typhimurium; en contraste, en la mutante
AhilD::km de S. Typhimurium su nivel de expresion fue de 5% (Figs. 15, 23 y 26). La
expresion de esta fusion en la mutante de AuvrY::-km de E. coli descarta un posible
efecto de UvrY, el homologo de SirA presente en E. coli. Asi, estos resultados sugieren
la existencia de un regulador de Salmonella que reprime la expresion de hilD. Asi, al no
estar presente este probable represor en E. coli se libera la expresion de hilD.
Probablemente la funcion de SirA sea contrarrestar el efecto de este represor para
permitir la autoregulacion de HilD.

Por otro lado, estudios previos han reportado que HilD, HilC y RtsA son capaces
de autoregularse y de regularse entre ellos (Oleknovich y Kadner, 2004; Ellermeier et
al., 2005). En uno de estos estudios, se ha reportado que en una triple mutante
AhilD::km AhilC::km Arts4::km de S. Typhimurium, la presencia de un plasmido
multicopia que expresa HilD, HilC o RtsA, induce la expresion de fusiones
transcripcionales hilD-lacZ, hilC-lacZ y rtsA-lacZ (Ellermeier et al., 2005). Con base en
estos resultados, se ha propuesto la existencia de un circuito de regulacién conformado
por HilD, HilC y RtsA, en el que estos reguladores son capaces de autoregularse y de
regularse entre si mismos; ademds, cada uno puede inducir independientemente la
expresion de hil4 (Ellermeier et al., 2005). Sin embargo, como indican nuestros
resultados de la figura 10, la expresion de hilA4 se afecta en una cepa mutante AhilD,
pero no en cepas mutantes AhilC o ArtsA. Ademdés, mientras que en la mutante
AhilD::km se afecta la expresion de las fusiones hilD-cat, hilC-cat y rtsA-cat, en las
mutantes AhilC::km y ArtsA::km no se afecta la expresion de ninguna de estas fusiones
(Figs. 21, 22 y 23). Esto indica que, en las condiciones ambientales que se usan
comunmente para estudiar la expresion de los genes de SPI-1, HilC y RtsA no se
requieren para la expresion de hilA, hilD, hilC o rtsA.

Dado que HilD, HilC y RtsA son proteinas homologas, que pertenecen a la
misma familia de reguladores transcripcionales, AraC/XylS, podrian llegar a reconocer




secuencias similares en los genes que regulan. Asi, al ser sobre-expresados, estos
reguladores podrian unirse a secuencias que no reconocerian a las concentraciones
fisioloégicas que alcanzan normalmente. Esto podria explicar porqué al ser sobre-
expresados, los tres reguladores pueden inducir independientemente su propia expresion
asi como la de los otros dos reguladores (Ellermeier et al., 2005). Se ha demostrado que
plasmidos que contienen a hi/C restauran la expresion de los genes SPI-1 en una
mutante en AhilD, de manera similar a como lo hacen plasmidos que llevan a hilD
(Oleknovich y Kadner, 2004). Sin embargo, no se puede descartar que bajo alguna
condicion ambiental, diferente a las condiciones comunmente usadas para estudiar la
expresion de los genes de SPI-1, pueda existir el circuito de regulacion entre HilD, HilC
y RtsA, que se ha propuesto en otros estudios.

La funcién que podrian tener HilC y RtsA en la patogénesis o fisiologia de
Salmonella, no es clara. Nuestros resultados son consistentes con reportes que indican
que mutaciones en hilC afectan s6lo ligeramente la expresion de los genes de SPI-1 y el
fenotipo de invasion a células epiteliales en cultivo de Sal/monella, mientras que
mutaciones en hilD afectan drasticamente ambas cosas (Eichelberg et al., 1999;
Schechter et al., 1999). Esto debido a que en la mutante AkilD no estarian presentes ni
HilD ni HilC, mientras que en la mutante A4i/C habria HilD, seglin nuestros resultados.
Por otro lado, se ha reportado que RtsA regula al gen dsbA que codifica una isomerasa
periplasmica de puentes disulfuro y al gen s/rP, necesario para la colonizacion de las
placas de Peyer en el modelo murino. Ademads, se ha reportado que RtsB, que se
expresa en operoén con RtsA, reprime la expresion de genes flagelares (Ellermeier y
Slauch, 2003; Ellermeier y Slauch, 2004). Sin embargo atin no hay reportes que aclaren
cudl es el papel en virulencia de los genes regulados por RtsA/B.

Hasta hace poco se habia adoptado como dogma que la expresion de SPI-1 y
SPI-2 es diferencial, dandose en etapas diferentes de la patogénesis de Salmonella y,
por lo tanto, respondiendo a diferentes sefiales ambientales tanto in vivo como in vitro.
Asi, se ha adoptado que los genes de SPI-1 se expresan en la fase extracelular de
Salmonella, es decir, antes de que invada las células intestinales, lo cual es consistente
con su papel en la invasion celular (Galan y Curtis, 1989; Ochman et al., 1996),
mientras que los genes de SPI-2 se expresan una vez que la bacteria ha invadido las
células, dentro de la vacuola donde reside la bacteria (Shea et al., 1996; Hensel et al.,
1998).

Sin embargo, recientemente, en nuestro grupo de investigacion se encontr6 que,
contrario a lo reportado previamente, los genes de SPI-2 se pueden expresar cuando se
crece a Salmonella en el medio de cultivo LB, lo cual es una condicion que se emplea
comunmente para estudiar la expresion de los genes de SPI-1 (Bustamante et al., datos
no reportados). Sin embargo, mientras que la maxima expresion de los genes de SPI-1
se obtiene al final de la fase exponencial de crecimiento en LB, la expresion 6ptima de
los genes de SPI-2 se observa en una etapa muy tardia de la fase de crecimiento (Fig. 6).
De manera interesante, en esta condicion de crecimiento, la expresion de los genes de
SPI-2 depende de SsrB y OmpR, que previamente se han involucrado en su regulacion
(Lee et al., 2000a; Feng et al., 2003; Feng et al., 2004), pero también de HilD y SirA
(Fig. 7). Asi, estos dos ultimos reguladores estarian coordinando la expresion de los
genes de SPI-1 y de SPI-2. Esto representa un mecanismo novedoso de regulacion de
genes de virulencia de Salmonella, asi mismo, revela que existe una comunicacion a




nivel transcripcional entre las dos islas de patogenicidad mdas importantes de esta
bacteria.

Para comenzar a definir de qué manera los reguladores SirA y HilD estarian
involucrados en la expresion de los genes de SPI-2, se analizo el efecto de estos
reguladores sobre la expresion de SsrB, el regulador principal de SPI-2. En la figura 27
se muestra que la expresiéon de SsrB disminuye drasticamente en las mutantes
AhilD::km, AsirA::km y AompR::km; pero no se afecta en las mutantes AhilA::km 'y
AhilC::km Este resultado revel6 que ambos reguladores, HilD y SirA, regulan la
expresion de los genes de SPI-2, a través de controlar la expresion de SsrB. Asi mismo,
indican que el regulador OmpR, el cual forma parte del sistema de dos componentes
EnvZ/OmpR que regula los genes de SPI-2 intracelularmente, también estd involucrado
en la expresion de genes de SPI-2 en medio LB. Cabe sefialar que HilA, el regulador
central de los genes de SPI-1, cuya expresion depende de HilD, no se requiere para la
expresion de SsrB.

Para determinar si, al igual que para hil4, SirA y HilD regulan en cascada la
expresion de SsrB, se analizo la expresion de SsrB en las cepas mutantes AkilD::-km 'y
AsirA::km que contienen un plasmido que expresa HilD o SirA. Este anélisis indicé que
HilD no requiere de SirA para inducir la expresion de SsrB, mientras que SirA si
requiere de HilD para inducir dicha expresion (Fig. 28). Asi, la cascada de regulacion
formada por SirA y HilD controla la expresion de HilA y SsrB, los reguladores
centrales de la expresion de los genes de SPI-1 y SPI-2, respectivamente.

En la figura 31 se muestra un modelo de regulacion que resume los resultados
obtenidos en este y otros estudios reportados. En nuestro modelo proponemos que BarA
se autofosforila, en respuesta a sefiales del medio ambiente, y fosforila a SirA. Las
seflales ambientales que podria detectar BarA atn no han sido identificadas. Una vez
fosforilada, la proteina SirA incrementa la expresion de HilD, que al alcanzar una
concentracion Optima, es capaz de incrementar su propia expresion e inducir la
expresion de HilA, HilC y RtsA. Para el caso de 4il4, se conoce que HilD contrarresta
la represion que ejerce H-NS sobre el promotor de este gen (Olekhnovich y Kadner,
2006). La expresion de RtsA, permitiria la expresion de otros genes localizados fuera de
SPI-1, como dsbA y slrp (Ellermeier y Slauch, 2004). Es probable que en alguna
condicién ambiental se encienda el circuito de regulaciéon formado por HilD, HilC y
RtsA, el cual serviria para amplificar la sefial que induce la expresion de hilA. Una vez
que se expresa, HilA induce directamente la expresion de algunos genes de SPI-1, entre
ellos, el que codifica para InvF, el regulador que induce la expresion del resto de los
genes de SPI-1 (Bajaj et al., 1995). HilD, HilC, RtsA e InvF, al igual que la mayoria de
los miembros de la familia AraC/XylS, tendrian la capacidad de detectar sefiales
ambientales. Esto haria que los genes de SPI-1 se expresen sélo cuando la bacteria
detecte multiples sefales ambientales, lo cual le permitiria expresar estos genes en el
nicho y momento adecuado dentro de su hospedero.
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Fig. 31. Modelo para la regulacién de hil4 (SPI-1) y ssrB (SPI-2)

Dado que hemos observado que los genes de SPI-1 y SPI-2 se expresan en
diferentes fases del crecimiento de S. Typhimurium en el medio de cultivo LB, es
probable que exista un mecanismo que reprima la expresion de HilA y, de esta manera,
apague la expresion de los genes de SPI-1. Se han descrito varios represores para hilA,
como el propio regulador HilA, H-NS y Hha (Fahlen ef al., 2001; Schechter et al.,
2003; De Keersmaecker et al., 2005). Sin embargo, la presencia de HilD se mantendria,
ya sea porque esta proteina sea muy estable o porque su expresion se siga induciendo
por SirA, después de que la expresion de HilA se reprima. HilD podria detectar una
sefal ambiental que modifica su afinidad de manera que pueda unirse a la region
reguladora de ssr4/B y no a la de hilA, esto probablemente por un mecanismo similar al
efecto que tiene la arabinosa sobre el regulador AraC, para controlar la expresion del
operon araBAD (Lobell y Schleif, 1990). Asi, HilD y OmpR inducen la expresion del
sistema de dos componentes SsrA/B. La expresion de los genes de SPI-2 podria
depender de la presencia de sefiales ambientales que activen a HilD y a los sistemas de
dos componentes EnvZ/OmpR y SsrA/B, cuando se crece a Salmonella en medio LB.

Nosotros estamos interesados en definir cudl es el papel que tiene la regulacion
que ejercen SirA y HilD sobre la expresion de los genes de SPI-2, en la patogénesis de
Salmonella. En el humano, Salmonella causa dos tipos de infecciones, la fiebre tifoidea,
producida por S. Typhi y la infeccion intestinal localizada, producida por varios
serotipos de Salmonella, principalmente S. Typhimurium (Gutiérrez-Cogco et al., 2000;
Garcia-del Portillo, 2001; Levine et al., 2001). Para estudiar los mecanismos
moleculares involucrados en la patogénesis de Salmonella se han analizado las
infecciones de S. Typhimurium en diferentes modelos animales, como el ratén o el
bovino, para estudiar la infeccion sistémica y la intestinal, respectivamente. Esto debido
a que la enfermedad que se presenta en los ratones por S. Typhimurium es inicamente




sistémica, mientras que la que este serotipo causa en los bovinos, es Unicamente
intestinal. Asi mismo, se han empleado cultivos de macréfagos o de células epiteliales,
para estudiar la replicacion intracelular de Salmonella y su mecanismo de invasion,
mediados por genes de SPI-2 y SPI-1, respectivamente.

Asi, mutantes en genes de SPI-1 estdn severamente afectadas en la invasion a
células epiteliales en cultivo y presentan atenuacion en el modelo bovino para producir
la infeccion gastrointestinal (Galan y Curtis, 1989; Ochman ef al., 1996). Mientras que,
mutantes en genes de SPI-2 estan afectadas en su capacidad de replicarse dentro de
macrofagos y presentan una atenuacioén drastica en la produccion de la infeccidon
sistémica en el raton (Shea et al., 1996; Hensel et al., 1998). Consistente con esto, se ha
observado que al entrar Salmonella a los macrofagos o a las células epiteliales se induce
la expresion de los genes de SPI-2 y se reprime la expresion de los genes de SPI-1
(Hansen-Wester y Hensel, 2001).

Dado que hemos encontrado que la cascada de regulacion formada por SirA y
HilD participa en la regulacion de los genes de ambas islas, nos preguntamos cudl seria
la relevancia de la regulacion de los genes de SPI-2 mediada por estos reguladores, en la
virulencia de Salmonella. Para comenzar a definir esto, se compar6 la capacidad que
tienen de sobrevivir y de replicarse en el raton la cepa silvestre de S. Typhimurium y su
derivada mutante Asir4::km. Como un control, también se compard la sobrevivencia
entre la cepa silvestre y su derivada mutante AssrB::km; el gen ssrB codifica para el
regulador central de los genes de SPI-2. Para esto, se determino lo que se conoce como
indice de competencia (IC), en el que se obtiene un cociente del nimero de bacterias de
la cepa silvestre entre el numero de bacterias de la cepa mutante que se inocularon y que
se recuperaron de los o6rganos (higado y bazo) del raton. Asi, un IC de 1 significa que
ambas cepas, silvestre y mutante, sobreviven y se replican igual en el raton. La
obtencién de un IC nos permite comparar el grado de virulencia que presentan dos cepas
de Salmonella en el mismo ratdn, de esta manera se evita la variacion que existe entre
los ratones a la susceptibilidad de la infeccion por Salmonella. La inoculacion de los
ratones con la mezcla de bacterias, silvestre y mutante se realizé por via oral (VO) y por
via intraperitoneal (VIP).

Nuestros resultados indicaron que la mutante Asir4::km no presenta atenuacion
en su grado de virulencia en el modelo de ratéon, por ninguna de las dos vias de
inoculacion (Figs. 29 y 30, Tablas 6 y 7), ya que los valores obtenidos de los IC fueron
muy cercanos a 1 (1.46 por VO y 0.391 por via IP). En contraste, la mutante AssrB::km
estuvo severamente atenuada por ambas vias de inoculacion, lo cual se refleja
claramente en los valores del IC que se obtuvieron para esta cepa, que fueron del orden
de 10 por VO y 10™ por via IP (Figs. 29 y 30, Tablas 6 y 7.). En otro estudio se
observo también sélo un efecto moderado de atenuacion en la virulencia de una mutante
AsirA, evaluada por la determinacion de la dosis letal media, en ratones inoculados via
oral (Ahmer et al., 1999). En contraste, al igual que en nuestro estudio, se ha reportado
que la mutante AssrB::km esta severamente atenuada en su virulencia en el raton, al
inocularse tanto VO como VIP (Shea et al., 1996).

En un estudio previo se reportd que los genes de SPI-1 son necesarios para la
virulencia de S. Typhimurium cuando se inocula por via oral (VO) en ratones, mientras
que los genes de SPI-2 se requieren cuando esta bacteria se inocula por via
intraperitoneal (Galan y Curtis, 1989). Sin embargo, estudios mas recientes, incluyendo




resultados en nuestro laboratorio, han mostrado que diferentes mutantes en genes de
SPI-1, como cepas que carecen del gen que codifica para HilA o HilD, o incluso, que
carecen de toda la SPI-1, no estan atenuadas en el modelo de raton (Ahmer et al., 1999;
Bustamante et al., datos no publicados). En contraste, mutantes en genes de SPI-2,
como cepas que carecen del gen que codifica para SsrB, estan severamente atenuadas en
este modelo de estudio (Shea et al., 1996; este estudio, Figs. 29 y 30, Tablas 6 y 7).

Asi, en el modelo murino los genes de SPI-1 no parecen tener un papel tan
importante como los genes de SPI-2, en la infeccion sistémica por Salmonella. Por el
contrario, en bovinos, los genes de SPI-1 son mas importantes que los genes de SPI-2
para la produccion de diarrea por Salmonella (Ahmer et al., 1999). Estos resultados
indican que el modelo del ratén es adecuado para el estudio de la enfermedad sistémica
producida por S. Typhimurium, pero no para el estudio de la enfermedad intestinal.

Lo anterior podria deberse a que en el raton, la invasion de Salmonella al
epitelio intestinal se da principalmente a través de las células M (Jones et al., 1994), que
son células especializadas capaces de realizar fagocitosis, por lo que la bacteria no
requeriria de los genes de SPI-1 para invadir. Mientras que en bovinos, Salmonella es
capaz de invadir tanto las células M como los enterocitos (Santos et al., 2001); sin
embargo, dado que las células M ocupan solamente el 0.01% del intestino, los
enterocitos tienen un papel primordial en este modelo animal y al no ser éstos células
capaces de realizar fagocitosis, la presencia de los genes de SPI-1 es indispensable para
la invasion. Asi, una mutante sirA de Salmonella esta afectada en la virulencia en el
modelo de bovino, pero no en el modelo de raton (Ahmer et al., 1999).

En conjunto, nuestros resultados indican que SirA y HilD no se requieren para la
expresion de los genes de SPI-2 durante la infeccion sistémica de Salmonella. Sin
embargo, recientemente se reportd que los genes de SPI-2 también son necesarios en las
primeras etapas de la infeccion por Salmonella y que se expresan también en el
intestino, antes de la invasion al epitelio intestinal (Brown et al., 2005). Ademas, en otro
estudio se encontrd que los genes de SPI-2 se requieren para que se lleve a cabo la
infeccion intestinal completa, que involucra la persistencia de la infeccion entérica y la
respuesta inflamatoria (enteritis) (Coburn et al., 2005). Estos resultados sugieren que los
genes de SPI-2 podrian expresarse por dos mecanismos, que inducirian la expresion de
SsrA/B en respuesta al menos a dos diferentes sefiales ambientales, probablemente en
diferentes nichos dentro del hospedero durante la patogénesis de Salmonella.

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio han mostrado que SirA y HilD se
requieren para la expresion de los genes de SPI-2 cuando se crece a Salmonella en
medio de cultivo LB, una condicion que parece mimetizar las condiciones extracelulares
que encuentra esta bacteria durante un infeccion, ya que favorece la expresion de los
genes de SPI-1. Sin embargo, SirA y HilD no se requieren para la expresion de los
genes de SPI-2 cuando se crece a Salmonella en las condiciones que hasta la fecha han
sido reconocidas como especificas para la induccion de los genes de SPI-2 (por ejemplo,
medio minimo con bajo magnesio), que se supone mimetizan las condiciones
intracelulares que detecta esta bacteria durante una infeccion sistémica. Estos resultados
han corroborado la existencia de dos mecanismos que pueden inducir la expresion del
sistema SsrA/B, y por lo tanto de los genes de SPI-2, en respuesta a diferentes sefiales
ambientales (Fig. 32). Uno de estos, induce la expresion de los genes de SPI-2 para
permitir la replicacion de Salmonella dentro de las células del hospedero, y se requiere




por lo tanto para la enfermedad sistémica. Este mecanismo es evidente cuando se crece
a Salmonella en medio minimo y requiere de los sistemas de dos componentes
EnvZ/OmpR, PhoP/PhoQ y al regulador SlyA (Deiwick et al, 1999; Lee et al, 2000a;
Bijisma y Groisman, 2005; Linehan et al., 2005). Nosotros proponemos que el otro
mecanismo, que requiere de SirA, HilD y el sistema EnvZ/OmpR, y que es evidente
cuando se crece a Salmonella en LB, induce la expresion de los genes de SPI-2 cuando
Salmonella se encuentra en el lumen del intestino, antes de la invasion al epitelio
intestinal. Este ultimo mecanismo podria ser importante para la funcion de los genes de
SPI-2 en el intestino, que recientemente se propuso (Brown et al., 2005; Coburn ef al.,
2005), asi como para el inicio de la adaptacion de Salmonella hacia el ambiente
intracelular.

extracelulares
(Medio LB)

intracelulares
(Medio minimo)

Sefiales ‘ Sefiales

Fig. 32. Modelo para la regulacién de SPI-2

En un estudio anterior, se reportd que una mutante Asir4 de S. Typhimurium
esta severamente afectada en su grado de virulencia en el modelo de bovino (Ahmer e¢
al., 1999). Es probable que en esta mutante esté afectada la expresion tanto de los genes
de SPI-1 como la de los genes de SPI-2. Asi, el uso del modelo bovino nos podria
permitir analizar el papel que tienen SirA y HilD en la expresion de los genes de SPI-2,
durante la infeccion intestinal de Sa/monella.

Para poder investigar lo anterior, primero queremos entender mejor el
mecanismo por el cual HilD induce la expresion del operdn ssr4/B, que codifica para el
sistema central de regulacion de los genes de SPI-2. Esto nos permitird construir cepas
de S. Typhimurium que tengan bloqueado el mecanismo de induccién de la expresion
de ssr4/B mediada por HilD, pero que no afecten la expresion de ssrA/B por la via
independiente de HilD, o la expresion de 4il4, que codifica para el regulador central de
los genes de SPI-1. Una de las cosas que se tienen planeadas para esto, es definir el sitio
de interaccion de HilD sobre ssrA/B, para después modificar este sitio en el cromosoma
de manera que HilD ya no lo reconozca. La caracterizacion del grado de virulencia de
cepas de S. Typhimurium con este tipo de mutaciones, en modelos que permitan
estudiar la infeccion intestinal de Salmonella, como el modelo bovino, nos permitira
definir el papel de HilD y SirA en la expresion de los genes de SPI-2 durante la
patogénesis de la bacteria.




Nuestros resultados indican que SirA y HilD regulan en cascada los genes tanto
de SPI-1 como de SPI-2, lo que revela un mecanismo novedoso de “cross-talk” en la
regulacion genética entre ambas islas. Los resultados que hemos generado en este
estudio ayudardn a definir los mecanismos moleculares que coordinan la expresion de
los genes de SPI-1 y SPI-2 y el papel de dichos mecanismos durante el establecimiento
de una infeccion por Salmonella. Esto permitira entender mejor los mecanismos que
reprograman la expresion genética en Salmonella, para pasar de ser un patdogeno
extracelular invasivo a ser un patégeno que sobrevive en macr6fagos en un ambiente
intracelular. Ademas, esto también podria ayudarnos a entender cémo las bacterias
patogenas han evolucionado para expresar sus factores de virulencia en respuesta a
senales particulares del hospedero, las cuales les ayudan a definir el nicho especifico
donde habran de establecer una infeccion exitosa.




6. PERSPECTIVAS

Para completar los resultados que nos permitan someter un articulo a publicacion,
pretendemos realizar los siguientes experimentos:

1- Se marcard el gen cromosomal 4ilD con una secuencia que codifique para 6 residuos
de histidinas en la cepa silvestre de S. Typhimurium y en su derivada mutante AsirA. En
estas cepas se analizard la expresion de la proteina HilD-His, mediante experimentos de
western blot, utilizando un anticuerpo anti-His. Ademads, se detectard también, mediante
experimentos de “primer extension”, la expresion del RNAm de hilD. Esto permitird
corroborar el efecto que tiene la ausencia de SirA sobre la expresion de HilD.

2- Se purificard la proteina SirA y la region citopldsmica de la proteina BarA mediante
una etiqueta de histidinas, empleando columnas de afinidad hacia niquel. La proteina
SirA seré fosforilada in vitro con la proteina BarA, la cual se autofosforila y transfiere el
grupo fosfato a SirA. Con la proteina SirA fosforilada o sin fosforilar, se realizardn
experimentos de interaccion proteina/DNA sobre las regiones reguladoras de hilD y
hilA, mediante experimentos de retardamiento en gel y “footprinting”.

Por otro lado, con el fin de seguir elucidando el mecanismo por medio del cual el
sistema de dos componentes BarA/SirA ejerce su papel dentro de la regulacién de los
genes en Salmonella, se pueden abordar los siguientes puntos:

1- Determinar qué otros genes se encuentran regulados por SirA y analizar cudl es el
papel que estos tienen dentro del regulén SirA y dentro de la patogénesis de Salmonella.
Esto puede realizarse mediante microarreglos en los que se analice la expresion de
diversos genes en una mutante sirA y en la cepa silvestre de Salmonella Typhimurium.

2- Con el fin de elucidar los reguladores que, ademéas de BarA, controlen la expresion
de SirA, se puede analizar la expresion de este regulador en un banco de mutantes en los
genes de Salmonella Typhiumurium



APENDICE

Preparacion de geles de agarosa

v
v

v

Ensamblar la cdmara de electroforesis.

Preparar el gel de agarosa al 1% en buffer TAE al 0.5%, vaciarlo, colocar el peine y
esperar a que solidifique.

Las muestras se corren a 80 volts en buffer TAE al 1%.

Purificacion de ADN utilizando el kit “Gene clean” de Bio101
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Cortar las bandas de ADN del gel de agarosa.

Agregar 3 volumenes de Nal (~500 pl).

Incubar a 55°C hasta que se disuelva la agarosa.

Agregar 6 ul de “glassmilk” y agitar con vortex.

Incubar en hielo ~30 min; agitar continuamente moviendo el tubo.

Centrifugar 1 min a 14000 rpm.

Desechar el sobrenadante.

Agregar 700 ul de “new wash” y resuspender con la pipeta lentamente.
Centrifugar 1 min a 14000 rpm.

Lavar una vez mds con “new wash” de la misma manera.

Secar bien las pastillas.

Agregar 40 ul de agua y resuspender con la pipeta.

Incubar 5 min a 55°C.

Centrifugar 1 min a 14000 rpm

Tomar el sobrenadante y transferirlo a un tubo nuevo evitando tomar la pastilla.
Centrifugar de nuevo 1 min a 14000 rpm y transferir el sobrenadante a un tubo
nuevo. De esta manera se asegura que no haya quedado silica.

Precipitacion de ADN con butanol

v
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Agregar 1 ml de butanol.

Mezclar.

Centrifugar durante 5 min a 14000 rpm.
Desechar el sobrenadante con una jeringa.
Agregar 500 pl de etanol al 70%.
Mezclar.

Centrifugar durante 5 min a 14000 rpm.
Desechar el sobrenadante.

Secar la pastilla

Resuspender en 15-20 pl de agua.




Precipitacion de ADN plasmidico con glicégeno
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Anadir 1 pl de glic6geno (20mg/ml)
Anadir 500 ul de etanol al 100%.

Incubar 30 min a -20°C.

Centrifugar durante 15 min a 14000 rpm.
Desechar el sobrenadante.

Lavar una vez con 700 pl de etanol al 70%.
Centrifugar durante 15 min a 14000 rpm.
Desechar el sobrenadante.

Secar las pastillas.

Resuspender en 10 pl de agua.

Se utilizan 5 pl para realizar la transformacion.

Purificaciéon de plasmidos por miniprep

v
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Hacer una pastilla de células con el cultivo hecho el dia anterior -en 5ml de medio
LB, incubado toda la noche a 37°C en agitacién con antibidticos para los cuales sea
resistente la cepa- centrifugando 2 min a 13000 rpm sucesivamente.
Resuspender la pastilla en 150 pl de buffer SET.

Agregar 8 ul de RNAsa (10 mg/ml)

Incubar a temperatura ambiente durante 5 min.

Agregar 400 pl de solucion salina (NaOH 0.2 M/SDS 1%). Mezclar.
Incubar 5 min en hielo.

Agregar 300 ul de acetato de amonio 7.5M pH 7.8. Mezclar.
Incubar 10 min en hielo.

Centrifugar 10 min a 12000 rpm.

Recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo.

Agregar 0.6 volumenes (~500 pl) de isopropanol. Mezclar.

Incubar 10 min a temperatura ambiente.

Centrifugar 10 min a 14000 rpm.

Desechar el sobrenadante

Agregar 1 ml de etanol al 70%.

Centrifugar 10 min a 14000 rpm.

Desechar el sobrenadante.

Secar bien.

Resuspender en 50-100 ul de agua




Purificacion de plasmidos con columnas (High Pure Plasmid Isolation Kit de

Qiagen)

Hacer una pastilla de células con un cultivo en 5 ml de medio LB, crecido durante toda

la noche a 37°C en agitacion con antibidticos para los cuales sea resistente la cepa.

Resuspender la pastilla en 250 pl de buffer PI/RNAsa.

Agregar 250 ul de buffer de lisis. Mezclar e incubar 5 min a temperatura ambiente.

Agregar 350 ul de “binding buffer”. Mezclar e incubar 5 min en hielo.

Centrifugar 10 min a 14000 rpm.

Insertar una columna (filtro) en un tubo de coleccién. Transferir el sobrenadante al

reservorio superior de la columna.

Centrifugar durante 1 min a 14000 rpm.

Desconectar el filtro, desechar el sobrenadante. Reconectar el filtro y agregar 500 pl

de buffer de lavado I.

v" Centrifugar durante 1 min a 14000 rpm.

v" Desconectar el filtro, desechar el sobrenadante. Reconectar el filtro y agregar 700 pl

del buffer de lavado II.

Centrifugar durante 1 min a 14000 rpm.

Desconectar el filtro, desechar el sobrenadante. Reconectar el filtro y centrifugar de

nuevo durante 1 min a 14000 rpm para remover el buffer de lavado residual.

v' Transferir el filtro a un tubo eppendorf de 1.5 ml y agregar 100 ul de buffer de
elusion.

Centrifugar durante 30 s a 14000 rpm.

Desechar el filtro.
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Purificacion de PCR’s y digestiones con columnas (PCR Purification Kit de

Qiagen)

v Agregar 5 volimenes de buffer PBI a 1 volumen del producto de PCR o de las

digestiones.

v' Insertar una columna (filtro) en un tubo de coleccion. Transferir el sobrenadante al
reservorio superior de la columna.

v" Centrifugar durante 1 min a 14000 rpm

v" Desconectar el filtro, desechar el sobrenadante. Reconectar el filtro y agregar 750 pl

del buffer PE.

Centrifugar durante 1 min a 14000 rpm

Desconectar el filtro, desechar el sobrenadante. Reconectar el filtro y centrifugar de

nuevo durante 1 min a 14000 rpm para remover el buffer residual.

v’ Transferir el filtro a un tubo eppendorf de 1.5 ml y agregar 50 ul de buffer de
elusion.

Centrifugar durante 30 s a 14000 rpm.

Desechar el filtro.
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Preparacion de células competentes para electroporacion

v' Preparar un cultivo de la cepa deseada en 5 ml de LB adicionado con los
antibidticos para los cuales tiene resistencia la cepa, e incubarlo toda la noche a
37°C en agitacion.

v" Transferir 1 ml del in6culo incubado toda la noche, a un matraz con 100 ml de LB

adicionado con los antibidticos adecuados.

Incubar a 37°C en agitacion hasta obtener una DOgyonm de 0.6/~3 horas.

Transferir a tubos de Nalgene de 50 ml. Centrifugar durante 10 min a 6000 rpm.

Desechar el sobrenadante y agregar 30 ml de agua milli-Q fria estéril. Centrifugar

durante 10 min a 6000 rpm.

v Desechar el sobrenadante y agregar 30 ml de glicerol frio al 10%. Centrifugar
durante 10 min a 6000 rpm.

v" Desechar el sobrenadante y resuspender en glicerol al 10% de acuerdo al tamafio de
la pastilla (200-400 pl).

ANENEN

Electroporacion

A 40 pl de células competentes de cada una de las cepas empleadas, se les
agregan de 10-100 ng de ADN plasmidico, o 5 pl de las ligaciones. La mezcla se coloca
en una celda para electroporacion y se electropora dando un pulso eléctrico de 2.5 kV
durante 5.5 ms en un aparato “E. coli pulser” (BIORAD).

Las células son transferidas a tubos de ensaye que contiene 1 ml de medio SOC
(2g de bacto triptona, 0.5 g de extracto de levadura, 200 pl de NaCl, 250 pl de KCI 1 M,
1 ml de MgSO4 1 M y 0.36 g de glucosa, aforado a 200 ml con agua desionizada) y se
incuban durante una hora a 37°C en agitacion a 200 rpm.

Posteriormente se siembran en cajas con medio LB con 1.5% de agarosa
adicionado con los antibidticos para los cuales sea resistente la cepa, y que permiten la
seleccion de ésta.




Preparacion de geles de poliacrilamida
v" Ensamblar la cimara de electroforesis

v' Preparar el gel inferior, vaciarlo en la cdmara y esperar a que solidifique (~40 min).
v' Preparar el gel superior, vaciarlo en la cdmara, colocar el peine y esperar a que

solidifique (~40 min).

v’ Las muestras se corren a 30 mAmp en buffer Tris-Glicina

v" Gel inferior

15% 10%
Archilamida 30%/Bis 0.8% 10 ml 6.66 ml
Tris. HCI/SDS pH 8.8 Sml Sml
Agua 5 ml 8.34 ml
PSA 10% 100 ul - 100 pl
TEMED 14 ul

20 ml 20 ml
v" Gel superior
Archilamida 30%/Bis 0.8% 1.5 ml
Tris.HCI/SDS pH 6.8 2.5 ml
Agua 6 ml
PSA 10% 50 ul
TEMED 10 pl

10 ml
v' Buffer Tris-Glicina
Glicina 4X 250 ml
SDS 20% S ml
Agua cbp 1 litro
Buffer de transferencia
Para 1 litro:
48 mM Tris 5.82 g Tris Base
39 mM Glicina 2.93 g glicina
0.375 % SDS 3.75 ml 10% SDS
20 % MeOH 200 ml MeOH

Buffer PBS 10X

Para 1 litro:
v’ 2.03 g NaH2PO4-H20
v' 11.49 g NaHPO4
v 85 g NaCl

Ajustar el pH a 6.8




Buffer PBS-Tween (PBS-T)
Para 1 litro:
v PBS 10X 100 ml
v" Tween-20 3 ml

Solucién bloqueadora
v" Leche Carnation sin grasa 50 g
v" PBS 10X 100 ml
v' Tween-20 3ml

Prepararla en el momento. Puede guardarse a 4° durante 1 semana.

Solucion de lavado TDTT
Para 200 ml:
v" Tris-HCl-pH 7.8 50mM
v" Dithiotreitol 30 uM

Buffer SDS-PAGE

Para 320 ml:

Tris-HCl-pH 7.5 10
Glicerol 64
SDS 20% 32

Bromofenol blue 0.5% 16
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