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“Solo desde que dios yace en la tumba han vuelto ustedes a
resucitar. Solo ahora llega el gran mediodia, sdlo ahora se
convierte el hombre superior jen amo!”

“;Bien! jAdelante! |Hombres superiores! Ahora es cuando
gira la gran montaria del futuro humano. Dios ha muerto.
Ahora nosotros queremos que viva el superhombre.”

“El hombre es malvado’. Asi me dijeron,
para consolarme, los demas sabios. [ Ay, si
eso fuera hoy verdad! Pues el mal es la
mejor fuerza del hombre”

Friedrich Nietzsche
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Resumen

Méndez-Aleméan Julio Manuel. Andlisis de la region transcripcional del gen stdA
Salmonella Enteritidis 49214. (Bajo la direccion de: Dr. Antonio Verdugo Rodriguez, M.
en C. Inda Marcela Figueroa Ochoa y Dr. Ricardo Oropeza Navarro)

La salmonelosis es una enfermedad de distribucion mundial causada por bacterias del
género Salmonella que afecta a humanos, mamiferos, aves y reptiles. La Organizacién
Mundial de la Salud, la Autoridad Europea de Sanidad Alimentaria; y la Administracion de
Alimentos y Farmacos de Estados Unidos la consideran una de las principales
enfermedades transmitidas por alimentos. Se reporta que Salmonella enterica serovar
Enteritidis (SE) es la principal serovariedad asociada a la enfermedad en humanos, teniendo
como principal fuente de infeccion el huevo y sus subproductos. Para todo proceso
infeccioso, los microorganismos patdgenos deben entrar en contacto con su célula o tejido
diana; a este proceso se le conoce como adhesion. La adherencia de SE es dependiente de
diferentes estructuras que sobresalen de la membrana externa de la bacteria. Las fimbrias
son sistemas especializados en la adherencia, SE tiene en su cromosoma 13 operones, que
codifican para estas estructuras proteicas. Se ha reportado que las fimbrias Fim y Csg se
expresan in vitro. Solo en los ensayos in vivo se ha podido demostrar la funcion de cada
uno de estos operones. Std es una fimbria perteneciente al sistema chaperona/acomodador,
el operén que codifica para la fimbria es ortélogo y policistronico para el género
Salmonella y se ha demostrado su actividad en ensayos con aves. Se demostr6 que la
expresion del gen stdA en Salmonella Typhimurium (ST) se encuentra regulada
negativamente por Dam, SeqA y RosE, mientras que su regulacion positiva es dependiente
de HdAfR; ademés de que el operon stdABCDEF regula negativamente a la isla de
patogenicidad 1 de ST. El objetivo de este trabajo fue determinar si la modificacion de las
condiciones ambientales in vitro, como: pH, tipo de medio de cultivo, temperatura y
concentraciones crecientes de hierro o lisina; permitian la expresion el gen stdA4, por medio
de una fusion reportera con el gen cat. Se demostro la actividad especifica de CAT en la
cepa SEpJM13, utilizando el protocolo de crecimiento 16 h/6 h en los medios Waymouth
(WM) y Luria-Bertani (LB) en donde se reporta una diferencia del 200 % entre los medios.
Ademés, se probd que la actividad de CAT se reduce a diferentes temperaturas desde los 30
°C hasta los 42 °C, los medios WM y LB solo muestran diferencias importantes en la
expresion de CAT, en las temperaturas de 30 y 42 °C. Se demostrd que el FeCl3-6H>O a
concentraciones de 250-1000 uM mejora la expresion de la fusion reportera en el WM en
un 800 % comparandola con el LB control. Se reportd que las concentraciones crecientes
de lisina (250-1000 pg) no modifican la expresion de la fusion reportera para ninguno de
los dos medios (WM y LB) comparandolos con los medios control. Con estos resultados se
puede inferir que el uso del medio WM a 42°C suplementado con FeCl3;-6H,O en
concentraciones mayores de 250 uM podria permitir la expresion del gen std4 en el
cromosoma de SE.



1. Epidemiologia

1.1.Datos en humanos

La salmonelosis es una de las principales enfermedades transmitidas por alimentos (ETA),
que afectan al humano. Las especies y serovariedades no tifoidales del género Salmonella
se consideran las causas de diarrea severa en humanos de mayor repercusion a nivel
mundial. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que en el ano 2010, las
enfermedades diarreicas causaron 230,000 muertes de humanos en todo el mundo

(Havelaar et al., 2015) .

Salmonella enterica subespecie enterica serovar Enteritidis (SE) se ha convertido en una de
las serovariedades mas aisladas en humanos, animales y en subproductos destinados al
consumo; tanto por los sistemas de salud como por los de inocuidad alimentaria. Debido a
su distribucion globalizada existen diferentes organizaciones como la OMS, la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (por sus siglas en inglés EFSA), los Centros para el
Control y Prevencion de Enfermedades (por sus siglas en inglés CDC), entre otras; que se
dedican al monitoreo de Salmonella Enteritidis ademéas de publicar los datos que se

obtengan de la vigilancia epidemioldgica.

De acuerdo con los datos recopilados por la OMS en el 2010, la media global de
aislamientos de salmonelas no tifoidales en humanos es de 78,707,591 en todo el mundo,
de los cuales 59,153 se reportaron como casos fatales ((WHO] World Health Organization,

2015; Havelaar et al., 2015)



“Para el afio 2014 los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades Europeo (por
sus siglas en inglés ECDC) y la EFSA reportan 88,175 casos confirmados, en 28 miembros
de la Union Europea. Resultando en un rango de 23.4 casos por cada 100,000 habitantes, lo
cual representa una aumento de 15.3% con respecto al ano anterior” ([EFSA] European
Food Safety Authority, 2016). Las serovariedades mds aisladas en este afio fueron
Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium, con un porcentaje de aislamientos de

44.4% y 17.4% respectivamente ([EFSA] European Food Safety Authority, 2016).

En Estados Unidos de América los CDC por medio de su Laboratorio de Vigilancia de
Enfermedades Entéricas (por sus siglas en ingles LEDS), notificaron en su reporte nacional
de vigilancia 45,735 casos en humanos correspondientes al afio 2013. Esto representa un
7% menos que los casos reportados el afio anterior, con una incidencia de 14.5 casos por
cada 100,000 habitantes. De los 45,735 casos en el 2013, las serovariedades con el mayor
numero de casos reportados fueron Salmonella Enteritidis con 6,928 y Salmonella
Typhimurium con 5,853 ([LEDS] The Laboratory-based Enteric Disease Surveillance,
2016). Se estima que el costo de esta enfermedad, producida por Salmonella, en los Estados
Unidos fue de $3,666,600,031 dolares para el afio 2013 ([ERS] Economic Research

Service, 2013).

En México el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica (SINAVE) por medio del
boletin epidemioldgico reporta 76,708 casos en humanos de salmonelosis, en toda la
Republica Mexicana para el afio 2015 ([SINAVE) Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiologica, 2016). Estudios epidemiolédgicos realizados en cuatro estados de México
por Zaidi et al. indicaron que Salmonella Enteritidis ocupa el segundo lugar entre las

serovariedades aisladas de humanos y que los pollos son el principal reservorio de la
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bacteria (Zaidi et al., 2006, 2008, 2012; Zaidi, Macias & Calva, 2006; Leon, Michell &

Chaussabel, 2013) .

1.2. Datos en animales y subproductos

La Union Europea (por sus siglas en inglés, EU) reporta por medio de la EFSA que en el
afio 2014 la prevalencia de Salmonella en parvadas (incluyendo a aves de postura, pollos de
engorda y en pavos) fue menos del 1%. Mientras que la carne de pavo (3.5%) y la carne de
pollo (2.2%) tuvieron las proporciones mas altas en muestras individuales. Se considera
que, a pesar que en el huevo se detectd Salmomnella en menor proporcion en muestras
individuales (0.3%) y en muestras de lote (1%), este producto sigue siendo la causa mas
importante de contaminacién alimentaria en la EU ([EFSA] European Food Safety

Authority, 2016) .

En Estados Unidos de América los CDC informan para el afio 2014, por medio de su
reporte anual de Vigilancia Epidemioldgica para Brotes de Enfermedades Transmitidas por
Alimentos, 369 brotes. Salmonella fue confirmada en 11 brotes de aves provocando 227
casos de enfermedad en humanos ([CDC] Centers for Disease Control and Prevention,

2014).

En México no hay datos reportados acerca de la contaminacion alimentaria por SE en los
sistemas de inocuidad alimentaria. Sin embargo investigaciones realizadas en nuestro pais,
muestran que la tendencia de aislamientos de SE de productos aviares se mantiene desde el

afio 2000 hasta la fecha (Cogco et al., 2000).



2. Salmonella.

Salmonella es un bacilo Gram negativo que pertenece a la familia Enterobacteraceae,
intracelular facultativo, movil por flagelos peritricos, no esporula y por sus requerimientos
atmosféricos se clasifica como anaerobio facultativo. El género Salmonella tiene dos
especies reconocidas que son S. bongori y S. enterica; siendo S. enterica la que afecta a los
humanos. Se han identificado seis subespecies de S. enterica que son: (I) enterica, (II)
salamae, (I11a) arizonae, (11Ib) diarizonae, (IV) indica y (V1) houtenae. Existen mas de
2500 serovariedades solo de la especie enterica en todo el mundo, clasificadas por su
composicion antigénica externa dada por el lipopolisacarido (LPS), el flagelo y en algunos
casos la capsula (Tindall et al., 2005; Grimont & Weill, 2007). Fermentan la glucosa;
frecuentemente con la produccion de gas como subproducto, reducen los nitratos a nitritos,
descarboxilan la lisina y la ornitina, y son negativos a la prueba de oxidasa. (Barrow &

Feltham, 2003; Garrity, 2005)

2.1. Salmonella enterica subespecie enterica serovariedad Enteritidis.

SE es el responsable de la patratifoidea aviar y es la Unica de las serovariedades que
contamina el huevo de manera rutinaria utilizando como via de transmision la transovarica.
Asi mismo puede contaminar la carne de aves de engorda, como los pollos y los pavos.
Después de las primeras tres semanas de vida, la patogenicidad de SE disminuye, por lo
que los animales quedan como portadores asintomaticos de la enfermedad lo que ocasiona

que se contamine el huevo destinado para consumo humano.



Ya que el huevo ha sido identificado como la fuente méas importante de las infecciones
derivadas por SE, se han ideado métodos para el control y la detecciéon del huevo
contaminado: como la seleccion de lineas libres de SE, la seleccion de cruzas entre
animales pertenecientes a las lineas ligeras sensibles con las lineas pesadas que han
mostrado una menor sensibilidad a las infecciones y el diagnostico de las parvadas para la
eliminacion de los animales positivos, pero ain con todas estas medidas las diferentes
organizaciones encargadas de la vigilancia epidemiologica mencionan que SE se mantiene

como el primer lugar de las salmonellas no tifoidales (EFSA, 2014).

3. Paratifoidea Aviar

Se caracteriza por ser una infeccion asintomatica, con persistencia en tracto intestinal y en
organos internos. Se ha reportado, que existen diferencias en la virulencia de las cepas de
SE, ya que algunas pueden ser letales para animales jovenes (menos de 21 dias) y otras
pueden contaminar el huevo destinado al consumo. Se sabe también que el fagotipo 4 se
encuentra asociado a una mayor capacidad de invasividad (Barrow, 2000a; Wallis &

Barrow, 2005; Blackall & Soriano-Vargas, 2013; Chousalkar & Gole, 2016).

3.1. Paratifoidea en animales jovenes.
A diferencia de los animales adultos los pollos jovenes son més susceptibles a SE, ya que
desde la contaminacion del huevo, los embriones pueden morir sin llegar a eclosionar o
justo después que salen del huevo.
En aquellos animales que sobreviven a la infeccion del huevo o que se infectan a los

primeros dias de nacidos, se pueden presentar los signos clasicos de la paratifoidea: pérdida



de peso, anorexia, emaciacion, crecimiento retardado, somnolencia progresiva, alas caidas,
plumas erizadas, escalofrios, diarrea y deshidratacion. En ocasiones puede provocar
ceguera y pérdida de las ufias (Barrow, 2000b; Wallis & Barrow, 2005; Swayne, 2013;
Chousalkar & Gole, 2016).

Puede provocar lesiones como enteritis, hepatomegalia, esplenomegalia, nefromegalia
ademas de procesos inflamatorios en ovario y oviducto. De forma ocasional puede provocar
peritonitis, artritis purulenta, neumonia, poliserositis, tiflitis y saculitis (Barrow, 2000b;

Wallis & Barrow, 2005; Swayne, 2013; Chousalkar & Gole, 2016).

3.2. Paratifoidea en animales adultos.

La paratifoidea aviar en pollos adultos tiene una morbilidad y una mortalidad inconsistente.
En animales inoculados de manera experimental, se logré aislar a SE de tejidos como el
higado, bazo, ovario, oviducto, corazon y del peritoneo. También se detectd que un 74%
de los huevos se encontraban contaminados con SE (Barrow, 2000a; Wallis & Barrow,
2005; Blackall & Soriano-Vargas, 2013; Chousalkar & Gole, 2016). Se ha reportado que la
temperatura media de las aves de 42 °C puede actuar como una barrera que impide que SE
exprese su isla de patogenicidad I (SPI I) la cual le permite invadir células no fagociticas y

con ello diseminarse en el hospedero. (Troxell ef al., 2015)

4. Patogenia

Se han reportado dos vias de transmision para SE, la via horizontal en la cual la bacteria
utiliza la ruta oral fecal para infectar a un hospedero, principalmente por la contaminacion

de alimentos y del agua de bebida con heces; y la via vertical, en la cual utiliza una ruta



transovarica, SE es capaz de diseminarse en el organismo de las aves mediante la infeccion
y migracion de macréfagos, llegar al tracto reproductor de estas y mediante sus sistemas de
adherencia especificos o fimbrias, persistir en diferentes secciones del aparato reproductor
de las aves desde los ovarios hasta la vagina, lo que puede ocasionar la contaminacion del
huevo.

En la transmision horizontal SE entra mediante la ingesta de alimento y agua contaminada
con heces, pasa por esofago, llega al proventriculo y el estomago muscular (molleja) en
donde la bacteria es capaz de sobrevivir a los cambios ambientales (pH acido y pepsina
estomacal) que ocurren en estos 6rganos, gracias a diferentes mecanismos moleculares que
expresa la bacteria. SE sigue su ruta de infeccion, a través de las primeras dos secciones del
intestino delgado (duodeno y yeyuno) resistiendo a los cambios osméticos, de pH,
enzimaticos y a la microbiota intestinal. Ya en el ileon la bacteria se adhiere a sus células
blanco con la ayuda de diferentes estructuras presentes en su membrana externa como son
el flagelo (Allen-Vercoe & Woodward, 1999; Crawford, Reeve & Gunn, 2010), el
lipopolisacarido (LPS), fimbrias, pilis y adhesinas. Se reporta también que la bacteria puede
colonizar los ciegos de las aves. Una vez que la bacteria ha generado contacto con la célula
no fagocitica da inicio al proceso de internacion mediado por un sistema proteico,
denominado inyectosoma, que transloca proteinas efectoras para modificar la actividad
celular y permitir la entrada de SE al enterocito. La internaciéon de la bacteria da como
resultado la formacion de una vacuola contenedora de Salmonella (SCV), desde este
organelo membranoso, SE transloca mediante otro inyectosoma, nuevos efectores que
actlian como toxinas, segundos mensajeros celulares, mediadores del transito celular, etc.
Posteriormente puede ocurrir la liberacion de la bacteria directamente a la lamina propia del

intestino y generar la destruccion del tejido, una respuesta inflamatoria y quimiotéctica de
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células polimorfonucleares (PMN) ocasionada por la secrecion de IL-8 (Barrow, 2000a;
Wallis & Barrow, 2005) . Salmonella puede provocar la pérdida de liquidos celulares
mediante diarrea, ésta se genera por un aumento del inositol-fosfato en la célula, que
modifica la permeabilidad de la membrana con lo que se expulsa CI" y con este elemento
sale el agua de la célula provocando la diarrea. Cuando hay lisis celular del epitelio

intestinal, las bacterias son liberadas y arrastradas por las heces hacia el exterior (figura 1).

Figura 1. Patogenia de SE en aves. Via de transmision oral fecal modificada de Gantois et al., 2009

Existen reportes de que SE contamina el huevo a través de una via vertical, mediada por la
migracion de macrofagos infectados con la bacteria al aparato reproductor, en la cual se ven
involucradas todas las regiones que componen el aparato reproductor de las aves. La
contaminacion del cascaron en el momento de la ovoposicion puede llevar a la
contaminacion interna del huevo; se ha reportado que la bacteria es capaz de atravesar el
cascaron debido a lesiones o fisuras microscopicas en éste, asi como por el cambio de
temperatura entre el ave (42 °C) y el medio ambiente (25 °C) con lo cual se genera una

presion negativa que empuja a la bacteria al interior del huevo. Existen reportes de que
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Salmonella puede usar las heces como reservorio o fuente nutricional para mantenerse
adherida al huevo por cierto tiempo (Gantois et al., 2009).

Varias lineas de investigacion reportan que SE es capaz de colonizar diferentes secciones
del o6rgano reproductor de las aves con lo que la bacteria puede presentar diversas
localizaciones en las estructuras que conforman el huevo (figura 2). SE es la tUnica
serovariedad que puede replicarse en el ovario de las aves. Diferentes autores indican que
SE ha sido aislada con mayor frecuencia de foliculos inmaduros en comparacion con
aquellos que ya se encuentran en un estado maduro mas avanzado. Existe evidencia de que
la bacteria puede invadir y multiplicarse dentro de las células de la granulosa, mientras que
otros trabajos reportan que la bacteria puede mantenerse adherida a las membranas vitelinas
del huevo. Existen reportes que indican que la estructura del huevo que presenta mayor
contaminacion es la albumina, lo cual indicaria la presencia de SE a lo largo del oviducto
(De Buck et al., 2004; Gantois et al., 2009; Guard, Gast & Guraya, 2010). Otros autores
centran sus estudios en la contaminacion del huevo al momento de la ovoposicion, por lo

que se centran en la vagina como sitio de persistencia de la bacteria (Gantois et al., 2009).

Figura 2. Patogenia de SE en aves. Via de transmision vertical modificada de Gantois et al., 2009
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5. Patogénesis molecular

Después de la entrada de Salmonella por via oral y su paso por el esofago, la bacteria se
enfrenta a condiciones ambientales adversas en el estomago. El pH 4acido del
compartimento gastrico, asi como las enzimas digestivas que se secretan en el medio
estomacal, funcionan como mecanismos de defensa en contra de Salmonella. Sin embargo
la bacteria expresa diferentes genes por medio de los cuales puede contrarrestar estas
barreras fisiologicas, como son los sistemas de dos componentes PhoQ/PhoP o reguladores
generales como Fur, que permiten que la bacteria resista diferentes condiciones acidas.
Otros genes involucrados permiten la utilizacion de bombas de protones que secretan el
exceso de iones del citoplasma, asi como el metabolismo de descarboxilacion de lisina y
arginina que permite el aumento del pH intracelular, entre otros (Hall & Foster, 1996;
Bearson et al., 1998; Fang et al., 2016).

En el tracto intestinal, la bacteria debe resistir a otros mecanismos fisioldgicos inherentes al
proceso de digestion, a diferentes condiciones osmoticas, de oxigenacion, entre otras. Las
sales biliares representan una amenaza a la estabilidad celular de Salmonella, ya que su
actividad detergente puede desestabilizar la membrana, generar dafio al ADN de la bacteria
o a las estructuras de ARN encargadas del metabolismo de traduccion y a las proteinas del
citoplasma provocando su desnaturalizacion. Salmonella expresa diferentes mecanismos
moleculares, mediante los cuales disminuye los efectos adversos a los que se enfrenta en el
ambiente intestinal. Se ha reportado que el LPS es indispensable para la resistencia a las
sales biliares, ya que la perdida de la cadena “O” genera mutantes rugosas sensibles a la

accion de la bilis. El dafio al ADN inicia la activacion de los genes regulados por OxyR y
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SoxRS (dps, nfo, katC y fumC) sugiriendo que la bilis tiene un efecto oxidativo sobre la
bacteria. También se ha reportado que Salmonella puede sobrevivir en la vesicula biliar,
esto de manera intracelular asi como de forma extracelular con la formacion de
biopeliculas. (Alvarez-Ordéiiez et al., 2011)

La adhesion bacteriana es necesaria para contrarrestar el peristaltismo intestinal y asi dar
comienzo a la colonizacion del tejido, con la posibilidad de diseminacion en todo el sistema
organico del hospedero. Para que Salmonella pueda mantener una estrecho contacto con los
enterocitos y las células M en las placas de Peyer, expresa diferentes operones fimbriales
que se encuentran distribuidos por toda la extension de su cromosoma y que pueden variar
en cantidades o en los tipos de fimbria para los que codifican; de acuerdo con la
serovariedad de la que se trate. Clayton et al., 2008 realizaron el analisis in silico de las
secuencias genomicas de diferentes serovariedades de salmonelas que fueron clasificadas
como especificas de especie (Salmonella Gallinarum especifica de aves, Salmonella Typhi
especifica de humanos), salmonelas generalistas (Salmonella Typhimurium y Salmonella
Enteritidis) y una salmonella intermedia en especificidad (Sa/monella Cholerasuis); se
encontrd que las diferentes serovariedades presentan al menos 11 operones fimbriales con
los que podria llevar a cabo la adhesion a diferentes sustratos celulares. Sin embargo,
también mencionan que las serovariedades especificas de hospedero presentan pseudogenes
en alguno de los componentes del operén que no permiten la expresion del sistema
fimbrial; con lo cual el nimero real de operones disminuye a menos de la mitad. Esto
indica que la especializacion de las serovariedades a los diferentes hospederos, asi como los
ligandos que cada uno presenta en el lumen intestinal, ha hecho que las serovariedades

generalistas mantengan la mayor cantidad de operones sin mutaciones; a diferencia de las
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serovariedades especificas de hospedero en donde los operones han sufrido mutaciones que
evitan su expresion. (Clayton et al., 2008b).

A pesar de que SE y ST tiene en su cromosoma 13 operones dedicados a la produccion de
fimbrias; no se ha podido demostrar su sintesis in vitro bajo las condiciones de crecimiento
estandar de laboratorio, a excepcion de las fimbrias Csg y Fim que son necesarias para la
formacion de las biopeliculas y lo sobrevivencia de la bacteria a condiciones adversas de
crecimiento. Lo que se conoce de las fimbrias, a cerca de su actividad o de sus ligandos se
ha conseguido por medio de ensayos in vivo en los cuales se ha demostrado que las
fimbrias Csg, Fim, Sef y Lpf son necesarias para la persistencia de la SE en pollos de 18
dias (Clayton et al., 2008b), mientras que en ratones ocurre una atenuacion de ST si los
mismo cuatro operones son eliminados de manera simultanea (Velden et al., 1998). Con
estos resultados se concluye que la mutacion de un operdon fimbrial no disminuye la
capacidad que tiene la bacteria de invadir a diferencia de la mutacion en los cuatro
operones la cual produce una atenuacion de veintiseis veces comparada con la cepa
silvestre (Velden et al., 1998; Clayton et al., 2008b).

Lopez-Garrido & Casadesus, 2012 reportaron que los genes stdE y stdF del operdn de la
fimbria Std regulan negativamente la actividad de HilD que es uno de los tres reguladores
principales de la isla de patogenicidad 1 (SPI 1 por sus siglas en inglés) que codifica para el
sistema de secrecion tipo 3 (SST III por sus siglas en inglés) o inyectosoma que permite
que la bacteria invada células no fagociticas. Estos datos sugieren que la bacteria mantiene
un estricto control en la expresion de los genes que se dedican a la adherencia y que estos
mismos regulan la capacidad de invasion de Sal/monella.

Una vez que la bacteria se encuentra firmemente adherida a su célula blanco, comienza la

sintesis del SST III y la translocacién de efectores que permitirdn la internacion de la
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bacteria por medio de la modificacion de la membrana y el citoesqueleto. Todo esto por
medio de diferentes cascadas de sefializacion que son dirigidas por las Rho GTPasas, los
factores NFx—P, entre otros. El trafico intracelular de la bacteria se da dentro de una
estructura membranosa, que se conoce como la vacuola contenedora de Salmonella (SCV
por sus siglas en inglés). Es en esta SCV en donde la bacteria expresa su isla de
patogenicidad 2 (SPI -2 por sus siglas en inglés) que codifica para otro SST III que
transloca diferentes de proteinas efectoras, para permitir la maduracién de la SCV y el
intercambio de marcadores celulares que determinaran la ruta de la SCV hasta su
localizacion final en la region trans-Golgi. Salmonella puede replicarse dentro de esta SCV,
liberarse y diseminarse hacia las células vecinas o finalmente diseminarse hacia la lamina
propia del intestino, donde sera fagocitada por células dendriticas o macréfagos que
permitirdn su diseminacion hacia linfonodos mesentéricos u otros o6rganos del hospedero
(figura 3). (Deiwick ef al., 2006; Haraga, Ohlson & Miller, 2008; LaRock, Chaudhary &

Miller, 2015; Perez-Lopez et al., 2016)
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Figura 3. Patogénesis molecular de Salmonella en enterocitos tomado de LaRock, Chaudhary & Miller,
2015

6. Adherencia

Uno de los primeros eventos en la patogenia de una enfermedad es la union estrecha entre
el patdégeno y el hospedero. A este proceso se le conoce como adherencia, que es la
capacidad del microorganismo de mantener una union firme a su célula o tejido diana.
Salmonella es un organismo intracelular facultativo, que puede invadir células fagociticas
como macrdfagos y células dendriticas, asi como células que no son fagocitos
profesionales. Esto por medio de dos diferentes inyectosomas codificados en la SPI Iy II
que al translocar sus efectores, permiten que la bacteria pueda reestructurar el citoesqueleto
para ser internada, manipular las rutas de transito intracelular, usar mensajeros
intracelulares dependientes de fosfato y lograr su localizacién perinuclear, etc (Linke &

Goldman, 2011).
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Pero antes de que todo esto ocurra Salmonella debe tener la capacidad de acercarse a su
célula blanco y adherirse a ella con la finalidad de llevar a cabo el proceso de invasion.
Muchas salmonellas pueden desplegar una enorme cantidad de estructuras externas que
permiten la adherencia y que se pueden clasificar en estructuras fimbriales y no fimbriales.

Dentro de estas estructuras no fimbriales se encuentran: la capsula, el LPS, el flagelo y las

adhesinas no fimbriales (Linke & Goldman, 2011).

6.1. LPS
El lipopolisacarido de la membrana externa no posee algun ligando en especifico con la
matriz extracelular, su actividad de adhesina se le atribuye més a su caracter anfipatico
ademas de conformar la membrana externa con la presencia de proteinas de membrana
externa (OMP’s). Novola ef al, 1985 demostraron que las bacterias sin LPS eran deficientes

en la colonizacion de tejidos a diferencia de la cepa silvestre (Linke & Goldman, 2011).

6.2. Flagelo
El movimiento quimiotéctico de la bacteria hacia su nicho de replicacion ideal, contribuye
con el proceso del establecimiento de la enfermedad. El flagelo de Salmonella es la
estructura que permite el movimiento de la bacteria hacia las condiciones ambientales en
donde pueda adherirse a sus células diana, invadirlas y diseminarse a otros tejidos. Ademas
de esta actividad de motilidad bacteriana, el flagelo puede realizar otras funciones como la
adherencia a epitelios intestinales y la colonizacion de tejidos. Mutaciones en los genes
estructurales o de ensamblaje del flagelo demostraron que Salmonella Typhimurium no es
capaz de adherirse a superficies ricas en colesterol (Allen-Vercoe & Woodward, 1999;

Crawford, Reeve & Gunn, 2010; Linke & Goldman, 2011).
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6.3. Adhesinas no fimbriales

Salmonella posee adhesinas no fimbriales, las cuales se sitian en la membrana externa y
tienen el largo suficiente para sobre salir de la cadena O del LPS. Estas adhesinas son
secretadas por diferentes sistemas de secrecion como el tipo I (SST I) o el tipo V (SST V).
SiiE y BapA son las proteinas grandes dentro del proteoma de Sa/monella y son secretadas
al medio extra celular por medio del SST I. BapA estd asociada a la formacion de
biopeliculas y su expresion se encuentra regulada por AgfD, regulador que se encarga de la
expresion de la fimbria tipo curli y del metabolismo de sintesis de celulosa. En el caso de la
proteina SiiE se ha demostrado que es importante para el proceso de invasion a células
intestinales, ya que mutaciones a lo largo de la proteina disminuyen la capacidad de
invasion de la bacteria, capacidad que puede ser restituida con la disminucion de la longitud
de la cadena O en el LPS de SE. También se ha demostrado que esta proteina se encuentra
bajo la regulacion de HilA, uno de los reguladores generales de la SPI I (Linke & Goldman,
2011).

El sistema de secrecion tipo V (SST V) permite la translocacion de adhesinas monoméricas
y triméricas, estas proteinas son ShdA y MisL que son monomeéricas; y SadA que es
trimérica. ShdA y MisL no han sido expresadas por Salmonella en condiciones de
laboratorio, solo mediante el uso de expresion heterdloga se ha comprobado que las dos
proteinas tienen como ligando a la fibronectina. En ensayos in vivo las dos proteinas son
requeridas por la bacteria para su persistencia en el ciego de ratones, con lo que se puede
suponer que tienen actividades sinérgicas que ayudan a Salmonella a llevar a cabo su

proceso de invasion. SadA es una adhesina trimérica parecida a YadA de Yersinia
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enterocolica, se desconocen cudles son sus condiciones de expresion, su ligando o su papel

en la adhesion de Salmonella (Linke & Goldman, 2011).

7. Fimbrias

Las fimbrias o pilis son estructuras de origen proteico ancladas en las membranas y pared
celular de la bacteria con un nimero de copias diverso que permiten la adherencia
bacteriana de forma especifica a algun componente de la matriz extracelular. Se han
reportado cuatro diferentes sistemas de ensamblaje para estas estructuras de superficie y se
clasifican en: el sistema chaperona/acomodador, el sistema de secrecion general, el sistema
de enucleacion/precipitacion y el camino alterno de las chaperonas (figura 4). (Soto &

Hultgren, 1999; Linke & Goldman, 2011)
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Figura (4). Sistemas de estructuracion fimbrial. A. Sistema clasico chaperona/acomodador. B. Sistema de
secrecion general. C. Sistema de enucleacion/precipitacion. D. Sistema alterno de las chaperonas. (Soto &
Hultgren, 1999)
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7.1. Sistema secrecion general o pili tipo IV.
El pili tipo IV en Salmonella tiene un operén con 11 genes que se encuentran localizados
en la isla de patogenicidad 7, este pili es necesario para la adherencia y la internacion en las
células del intestino de humanos. Las subunidades para la formacion de la fimbria tipo IV
se realiza en el periplasma, y son transportadas por medio de la via de secrecién general
que se localiza en la membrana interna de la bacteria. La proteina prepilina es separada de
su secuencia sefial por medio de una peptidasa que permite el crecimiento o decremento del
largo de la fimbria; con lo cual se puede dar el movimiento de twitching o halado a través
de una superficie con gasto de ATP. Esta es una de las unicas fimbrias que se ha reportado
que se expresan in vitro y que son necesarias para la formacion de las biopeliculas. (Soto &

Hultgren, 1999; Linke & Goldman, 2011)

7.2. Sistema enucleacion/precipitacion.
La fimbria tipo curli tienen un sistema de sintesis mas sencillo, su operon comprende los
genes csgd y csgB que codifican para las proteinas estructurales de la fimbria; su
ensamblaje ocurre por medio de la secrecion al exterior de la bacteria, de las subunidades
solubles que daran forma a las fibras rizadas de donde adquiere su nombre. CsgA es la
subunidad principal en la estructura fimbrial, ésta utiliza como base o sitio de precipitacion
a la subunidad CsgB. Se reporta que CsgB permite la ramificacion de esta fimbria, dicho
proceso ayuda a la formacion de biopeliculas con participacion de celulosa y del pili tipo
IV. El operon c¢sgDEFG codifica para el regulador de la fimbria rizada y para otras tres
proteinas de las cuales no se conoce su funcion (Soto & Hultgren, 1999; Linke & Goldman,

2011).
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7.3. Ruta alterna de las chaperonas.
En el sistema alterno de las chaperonas, se ensambla una fimbria que tiene un sistema de
estructuracion similar al del clasico de las chaperonas, sin embargo las proteinas
encargadas de la actividad de chaperona son distintas. En este modelo de estructuracion
existe también una proteina que formara el cuerpo de la fimbria y actuard como la adhesina,
ademads de otras proteinas involucradas que actuaran como las chaperonas de dicha pilina.
Se cree que una proteina de membrana externa funciona como un canal que permite la
salida de la pilina al medio externo. A pesar de las funciones similares entre el sistema
alterno y el clasico de las chaperonas se sugiere que estos dos sistemas evolucionaron a la

par y no uno dependiente del otro (Soto & Hultgren, 1999).

7.4. Sistema clasico chaperona/acomodador
La via de ensamblaje del sistema chaperona acomodador ha sido la més estudiada y se
conocen las funciones de cada proteina a detalle. Las subunidades fimbriales, que son las
que dan forma al cuerpo de la fimbria, se secretan al periplasma utilizando la ruta del
sistema de secrecion general mediante un péptido sefial en la regiéon N-terminal de la
proteina. Estas subunidades interactian con las chaperonas que previenen un plegamiento
prematuro de la proteina o su degradacion por proteasas del espacio periplasmico. Por
ultimo las proteinas acomodadoras que son proteinas integrales de la membrana externa, se
encargan de coordinar el ensamblaje final de la fimbria. La subunidad proteica distal de la
fimbria contiene secuencias de aminoacidos que tienen la funcidén de receptor hacia algiin
ligando de la matriz extracelular. Dentro de estos sistemas se encuentras diez de los doce
operones presentes en SE, entre ellos Std el cual se mantiene como ortélogo en todas las

especies de Salmonella.
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8. Fimbria Std

La fimbria Std es una miembro del sistema chaperona/acomodador, clasificada como una
fimbria tipo wde acuerdo con lo propuesto por Nuccio & Baumler, 2007, para esta
clasificacion se utiliza una comparacion de secuencias entre las proteinas acomodadoras de
las diferentes fimbrias que pertenecen al sistema chaperona/acomodador. La familia de las
proteinas acomodadoras fimbriales (FUP por sus siglas en inglés) es un grupo grande y de
rapido crecimiento, que se distribuye entre los géneros del phylum Proteobacteria,
Cyanobacteria y Deinococcus-Thermus. La nomenclatura con letras griegas que se propuso
para la denominacion de los diferentes clados de proteinas acomodadoras similares se basa
en las caracteristicas mas importantes de los ancestros de cada clado. Para el caso del clado
7 se hace referencia al pili tipo P asociada a la pielonefritis (Nuccio & Baumler, 2007).

La fimbria Std es una de las trece fimbrias que se han descrito para SE, pero posee la
caracteristica de que es un operon ortdlogo, esto quiere decir que tiene mas de 85 % de
identidad en la secuencia del operdn entre las diferentes especies de Salmonella, ademas de
no presentar mutaciones sin sentido o codones de paro el interior de la secuencia, con lo
cual se cree que es funcional. (Clayton ef al., 2008b) En diferentes experimentos in vivo se
ha demostrado que Std es necesaria para la persistencia de ST y SE; en el colon y en el
ciego de ratones y de pollos respectivamente (Weening et al., 2005; Clayton et al., 2008a;
Shippy et al., 2013).

Chessa et al., 2009 reportaron que la adhesina StdA de ST tiene como ligando los residuos
terminales de a (1-2) de fucosa que es un carbohidrato componente de la matriz

extracelular de las células Caco-2 y en las células del colon de ratones.
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Se han reportado 5 genes que componen al operon policistronico std estos son: stdA el cual
codifica para la proteina que tiene como funcién formar el cuerpo de la fimbria y la
adhesina de la misma; stdB que codifica para la proteina acomodadora que es la que se
encarga de permitir el paso de StdA y su anclaje en la membrana externa; stdC que
codifica para la chaperona que tiene como funcién la proteccion de StdA en el periplasma,
asi como ayudar al correcto plegamiento de la proteina y de situar a StdA en contacto con
StdB en la membrana externa; para el gen stdD no se ha descrito alguna funcién en la
estructuracion de la fimbria; y por ultimo los genes stdE y stdF los cuales no tienen una
actividad definida dentro del proceso de sintesis de la fimbria Std, sin embargo se ha
reportado que estos dos genes regulan negativamente la expresion de HilD, por lo mismo la
expresion de la SPI-I de Salmonella disminuye y en consecuencia la capacidad de invasion
de la bacteria (Balbontin et al., 2006; Chessa et al., 2008, 2009; Jakomin et al., 2008;

Loépez-Garrido & Casadesus, 2012; Shippy et al., 2013).

9. Regulacion de Std

Salmonella Enteritidis posee 13 operones fimbriales cada uno de los cuales puede codificar
para un sistema fimbrial, de estas 13 fimbrias solo se ha reportado que fim y csg se
expresan en condiciones de laboratorio. Lo cual nos da un indicio de que la expresion de
estos sistemas proteicos tiene una regulacion estricta basada en las condiciones externas
que permiten la expresion de cada operon fimbrial (Clayton et al., 2008b).

La fimbria Std de ST fue expresada in vitro mediante mutaciones de dam, seqA y rosE, los
dos primeros son genes de regulacion general lo cuales se encargan no solo de la regulacion

del ciclo celular de la bacteria, sino también de la regulacion positiva o negativa de ciertos
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genes bajo condiciones externas especificas; mientras que rosE es el regulador negativo de
la expresion de stdA (Balbontin ef al., 2006; Chessa ef al., 2008).

En estos experimentos se demostré que la cepa de ST que tenia las mutaciones en las
proteinas Dam, SeqA y RosE, era deficiente en su capacidad de invasion pero no se
investigo este efecto en la cepa. Sin embargo se asocio a la sobre expresion de la fimbria.
Jakomin et al., 2008 reportaron que la proteina HdfR actfia como regulador positivo de la
expresion del operén stdABCDEF, esta proteina pertenece a la familia de reguladores de
tipo LysR o LTTR. Los reguladores LTTR son una familia de proteinas que se ha reportado
que interactian con reactivos aromaticos, los cuales pueden actuar como inductores de la
expresion génica. Sin embargo HdfR actua directamente regulando la actividad de SeqA y
de Dam, con lo cual permite la transcripcion del gen stdA (Schell, 1993; Jakomin et al.,
2008; Maddocks & Oyston, 2008).

También se reportd que los genes stdE y stdF regulan negativamente al ARN mensajero de
hilD, con lo que se demuestra que para la expresion del SST III de Salmonella y para que
invada células no fagociticas, es necesario que los mecanismos de adherencia sean

regulados negativamente (Lopez-Garrido & Casadesus, 2012).
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10. Justificacion

En estudios anteriores hechos por Clayton et al., 2008a demostraron la actividad de la
fimbria Std en ensayos in vivo para Salmonella Enteritidis. Chessa et al., 2008 demostraron
su sintesis in vitro, gracias a mutaciones en genes como dam o seqA, que son reguladores
generales de la expresion genética en Salmonella Typhimurium. En esos estudios la
bacteria mostrd una capacidad de invasion reducida 100 veces. Jakomin et al., 2008
demostraron que el operon stdABCDEF presenta una regulacion positiva bajo la actividad
de la proteina HdfR; que pertenece a los reguladores de la familia LysR. Los genes stdE y
stdF son importantes en la regulacion negativa de la isla de patogenicidad I; actuando sobre
HilD (Lopez-Garrido & Casadesus, 2012).

En algunas ocasiones los estudios en condiciones generales de cultivo son realizados con
una bacteria atenuada en su virulencia y no con una cepa virulenta. Este estudio seria
pionero en el analisis de la transcripcion del operon stdABCDEF en Salmonella Enteritidis

silvestre y la base para estudios subsecuentes de regulacion y de expresion.
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11. Hipotesis
Salmonella Enteritidis 49214 iniciard la transcripcién del gen std4, en respuesta a la
modificacion de condiciones de cultivo y asi se podra inferir la sintesis de la fimbria, bajo

condiciones de laboratorio, para subsecuentes estudios de patogenicidad de la bacteria.
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12. Objetivo General

Determinar las condiciones ambientales in vitro en las cuales Salmonella Enteritidis
expresa el gen stdA4, por medio de una fusion reportera con la posible region promotora del
gen, para estudios subsecuentes del papel de la fimbria Std en la patogenia de la

salmonelosis.

13. Objetivos Especificos

e Realizar el analisis in silico de la probable region promotora del gen stdA.

e Disefio de iniciadores y amplificacion de la region promotora por medio de la
técnica de la PCR.

e Generar una fusion reportera de la region promotora de stdA-cat para medir la

activacion del promotor, bajo diferentes condiciones de cultivo.

26



14.Estrategia Experimental
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15. Materiales y Métodos.

15.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

Se utilizaron las cepas bacterianas de Salmonella enterica subespecie enterica
serovariedad Enteritidis ATCC® 49214 (SE 49214), Salmonella Enteritidis 49214 con el
plasmido JM13 (SE pJM13) y Escherichia coli DH5oa (DHS5a), las cuales se mantuvieron
en congelacion a -70 °C hasta que fueron requeridas. Para los ensayos se recurrio al uso de
diferentes medios de cultivo liquidos como Luria-Bertani (LB), Waymouth MB752/1
(WM), Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), Medio Minimo M9 (MOMM); asi
mismo se utilizaron placas de agar LB cuando fue necesario.

Se complementaron los medios de cultivo con los antibidticos ampicilina (Amp) a una
concentracion de 150 pg/ml o tetraciclina (Tet) a una concentracion de 50 pg/ml; cuando
fue necesario para la seleccion de clonas y el mantenimiento de los plasmidos en las cepas
utilizadas en el estudio.

Para los ensayos de expresion del promotor se utilizo cloruro de hierro (FeClz-6H>0) a una
concentracion de 0.5 M que se esterilizo por medio de filtracion en una membrana de 0.22
um; la solucion se mantuvo a temperatura ambiente cubierta de la luz, hasta su uso. El
clorhidrato de lisina se solubiliz6 en agua bidestilada a una concentracion de 250 mg/ml y
se filtr6 por una membrana de 0.22 pum, se hicieron alicuotas en tubos de 1.5ml y se

refrigero.
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15.2. Prediccion digital de promotores

Para la busqueda de la region corriente arriba del operdn stdABCDEF, que sera nombrado
en lo subsecuente como Promotor stdA; se recurri6 a la biblioteca gendmica de Kioto en
donde se buscoé la secuencia gendmica de la cepa de Salmonella Enteritidis cepa P125109
(SE P125109) con nimero de acceso o CDS T00776 y posteriormente con las opciones del
programa KEGG se seleccion6 la posicion del gen stdA4 entrada SEN2873. (“GenomeNet”)
Ya con la secuencia que se obtuvo de la biblioteca gendémica se procedi6 a realizar una
prediccion y busqueda digital de promotores por medio del programa Bprom que se

encuentra a libre acceso en la pagina Softberry (Softberry, 2011).

15.3. Iniciadores

Para la amplificacion del Promotor stdA se disefiaron iniciadores con el programa DNA-
MAN utilizando la secuencia que se obtuvo de la biblioteca genémica de Kioto y que
pertenece a Salmonella Enteritidis cepa P125109 (CDS T00776). A dichos oligonucle6tidos
se les agregod de forma manual las secuencias que reconocen las enzimas BamHI para el
iniciador delantero y Hindlll para el iniciador reversa; ademas de un agregado de cuatro
bases para proporcionarle una mejor area de interaccion de la enzima.
e Iniciadores para el Promotor stdA
Delantero: (stdAlntergeniclF) ccggGGATCCTGACAGCACTGACTGGAATCTG

En rojo se puede observar la secuencia que reconoce BamHI, en azul la seccion
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extra para la enzima de restriccion y en negro la regién que se alinea con
Salmonella Enteritidis.
Reversa: (stdAlntergenic1R) ccggAAGCTTGATCGACTGCATATACAGAAGCG
En rojo se puede observar la secuencia que reconoce Hindlll, en azul la seccion
extra para la enzima de restriccion y en negro la regién que se alinea con
Salmonella Enteritidis.

e Iniciadores invA fueron disefiados y reportados anteriormente por Rahn ef al., 2006
y se utilizaron como control positivo de la reaccion.

e Iniciadores para el plasmido pKK232/Tet se utilizaron para la comprobacion de las
clonas en SE 49214 con el pJM13.
Delantero: (pKK-F) GGAATTCTCGGGGAT

Reversa: (pKK-R) GTTTTGTCCTACTCAAGC

154. Ensayos de PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utiliz6 para la amplificacion del Promotor

stdA de SE 49214, con un tamafio de 1217 pb, fue realizado el siguiente protocolo (cuadro

1):
Reactivo Concentracion inicial Volumen por reaccion
H,O inyectable - 35 ul
Amortiguador KCl sin MgCl, 10 X Sul
MgCl, 50 mM 2 ul
DNTP’s 10 mM 2 ul
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Iniciador Delantero 10 pmol 2 ul

Iniciador Reversa 10 pmol 2 ul
ADN SE ATCC 49214 100 ng 2ul
Taq polimerasa recombinante 5U 0.4 ul

Cuadro 1. Reactivos y concentraciones para la PCR de la region intergénica del gen stdA.

La reaccion se coloco en el termociclador TECHNE TC-512 con las siguientes condiciones:
precalentamiento de la tapa a 105 °C por 5°, temperatura de desnaturalizacion inicial a 95
°C por 5, para después pasar a la etapa de ciclacion en donde la desnaturalizacion a 94 °C
por 30, el alineamiento de iniciadores fue a 60.0 °C por 30’ y la extension final a 72 °C
por 1’ 30’; todo esto por 30 ciclos. La extension final fue a 72 °C por 7’ y se finalizo el

protocolo bajando la temperatura a 4 °C (Figura 5).

Figura 5. Simulacion de una PCR de la secuencia del Promotor stdA en SE pJM13. Utilizando los
iniciadores stdAlntergeniclF y stdAlntergeniclR, el fragmento mide 1217 pb

La PCR del gen invA con una longitud de 284 pb, reportada por Rhan y Ginocchio sirvi6 de

control positivo de las reacciones de PCR.
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Las condiciones para la PCR del plasmido pKK232/Tet, el cual sirvio para la

comprobacion de las clonas en SE pJM13 se describe a continuacion (Cuadro 2):

Reactivo Concentracion inicial Volumen por reaccion

H,O inyectable - 35l
Amortiguador KCl sin MgCl, 10X Sul
MgCl, 50 mM 2 ul
DNTP’s 10 mM 2ul
Iniciador Delantero 10 pmol 2l
Iniciador Reversa 10 pmol 2 ul
ADN pJM13 100 ng 2l

Taq polimerasa recombinante 5U 0.4 ul

Cuadro 2. Reactivos y concentraciones para la PCR del sitio multiple de clonacién de pKK232/Tet

La reaccion se coloc6 en el termociclador TECHNE TC-512 con las siguientes condiciones:
precalentamiento de la tapa 105 °C por 5°, temperatura de desnaturalizacion inicial a 94 °C
por 2’°, para después pasar a la etapa de ciclacion en donde la desnaturalizacion fue a 94 °C
por 1°, el alineamiento de iniciadores fue a 53.0 °C por 1’ y la extension final a 72 °C por
2’; todo esto por 30 ciclos. La extension final fue a 72 °C por 7’ y se finaliz6 el protocolo
bajando la temperatura a 4 °C. La figura 6 y 7 representan las predicciones de los

amplificados utilizando los iniciadores pKK-F y pKKR.

32



Figura 6. Simulacién de una PCR del Promotor stdA clonado en SE pJM13 con los iniciadores pKK-F y
pKK-R. El fragmento es de 1234 pb.

Figura 7. Simulacién de una PCR del gen TCR que se encuentra en el plasmido pKK232/Tet. El tamafio
del amplificado es de 2841, se hizo para compararlo con los resultados.

Todas las PCRs fueron evaluadas por medio de una electroforesis horizontal en agarosa al
1% en TAE, que se puso bajo las siguientes condiciones de voltaje/tiempo 60 V por 1 h. Al
término de la electroforesis se tind el gel con bromuro de etidio y se colocod en el

transiluminador Mini Lumi ® para tomar una imagen digital.
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15.5. Vector de clonacion
Para realizar la construccion de la fusion reportera entre el Promotor stdA y el gen cat o
camR que codifica para la proteina cloranfenicol acetil transferasa (CAT) se utilizo el
vector pKK232/Tet que tiene el sitio multiple de clonacion ocupado por un gene de
resistencia a tetraciclina, lo cual permite hacer una seleccion de clonas por medio del uso de
tetraciclina. Debido a que la secuencia del pldsmido no se pudo obtener, se realiz6 una
simulacion digital de clonacion del plasmido pKK232-8 al cual se le introdujo un gen de
resistencia contra tetraciclina llamado TCR con un tamano de 2841 pb este gen es mas
grande por 500 pb que el gen de resistencia del plasmido proporcionado por el Dr. Ricardo
Oropeza Navarro del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (figura 8). Dicho plasmido
fue utilizado para las simulaciones de los ensayos de restriccion con las enzimas BamHI y

HindlIII que liberaban el gen de resistencia del sitio multiple de clonacion.

Figura 8. Mapa del vector pKK232/Tet simulado a falta de la secuencia original.
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15.6. Extraccion de ADN Genomico de Salmonella Enteritidis ATCC 49214
Para la obtencion del material cromosémico de SE 49214 se utiliz6 el protocolo de
extraccion de ADN gendémico reportado por Pitcher et al. por medio de tiocianato de
guanidina con las siguientes modificaciones. Se cultivo la cepa de SE 49214 en 20 ml de
caldo LB a 37°C a 250 rpm por 24 h. Se procedi6 a realizar el procedimiento de extraccion
de ADN modificando la concentracion de tiocianato de guanidina de la marca Sigma-
Aldrich a 1.66 M, las concentraciones de los otros componentes de la solucion de lisis se
mantuvieron como las describe en su protocolo Pitcher, Saunders & Owen, 1989.

En el paso de purificacion se utilizé Fenol-Cloroformo 1:1 v/v; homogenizando solo por
10°’ en agitador por vortice, para después centrifugar la mezcla de forma inmediata a
13,539 g por 3’ y asi obtener la fase acuosa de la forma mas pura posible. Se purificé una
vez mas con Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico 25:24:1 v/v; se homogeniz6 por 10”” y
se centrifugd a 13,539 g por 5°.

Para la precipitacion del material gendmico se prefirid el uso de isopropanol (2-propanol)
de la marca JT Baker®, ya que se observd un mejor rendimiento y calidad del ADN.
Después de agregar el isopropanol se incubd a -20 °C por 1 h en congelador, se centrifugd a
13,539 rcf por 10°. Se elimind el sobrenadante dejando el comprimido de material
genomico lo mas seco posible. Se utilizd6 1 ml de etanol al 70% para eliminar las sales
sobrantes en el comprimido, esto se realiz6 tres veces como minimo.

Se elimino lo més posible de etanol y el tubo se colocd dentro de una campana de flujo
laminar para evaporar los sobrantes de etanol durante 15°. Pasado el tiempo se retir¢ el tubo

de la campana y el comprimido se suspendid en 50-100 pl de agua inyectable.
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Se verifico de forma cualitativa la cantidad y calidad del material gendmico por medio de
una electroforesis horizontal en agarosa al 1 % en TAE, que se puso bajo las siguientes
condiciones de voltaje/tiempo 60 V por 1 h. Al término de la electroforesis se tinio el gel
con bromuro de etidio y se coloco en el transiluminador Mini Lumi®. Para verificar de
forma cuantitativa la cantidad de material obtenido, se cuantifico el ADN con el
espectrofotometro Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech ®, con cubetas de cristal sensible a
luz UV, a una longitud de onda de 260 nm y 280 nm.

El ADN se diluyo a una concentracion de 100 ng/ml y se mantuvo a -20° C para su

subsecuente uso.

15.7. Extraccion de ADN plasmidico
Para la obtencion de ADN plasmidico se realizé el procedimiento de lisis alcalina, como se
ha descrito previamente (Sambrook & Russel, 2001); el tamafio de las extracciones se
adapto6 de acuerdo a lo que cada vector requeria; desde las mini prep hasta las midi prep.
Se verificd de forma cualitativa la cantidad y calidad del ADN plasmidico por medio de
una electroforesis horizontal en agarosa al 1% en TAE, que se puso bajo las siguientes
condiciones de voltaje/tiempo 60 V por 1 h. Al término de la electroforesis se tifid el gel

con bromuro de etidio y se colocé en el transiluminador Mini Lumi®.

15.8. Células electrocompetentes
Se prepararon células electrocompetentes de DH5a y SE 49214 para su transformacion con

el vector pJM13. Siempre se utilizaron células competentes preparadas el mismo dia ya que
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se obtenian mejores resultados a la transformacion y nunca pasando de un ODgoo de 0.400

nm (Sambrook & Russel, 2001).

15.9. Predicciones digitales y ensayos de restriccion
Con el programa SnapGene® se hicieron predicciones digitales de los ensayos de
restriccion tanto de los fragmentos amplificados por PCR, asi como para la verificacion de
las clonaciones. En los cuales se ocuparon las enzimas Dral, Kpnl, Pvul, BamHI y Hindlll,
todas las enzimas que se usaron fueron de Thermo Scientific®, con las cuales se digirio
tanto los amplificados como los plasmidos y que gracias a la herramienta de simulacion de
geles nos mostraba los patrones que debiamos esperar de los experimentos. Las
predicciones fueron realizadas con el programa SnapGene®.
El amplificado del Promotor stdA se verificd con las enzimas Dral, Kpnl y Pvul cada
reaccion bajo las siguientes condiciones 4l del amplificado a una concentracion de 1pg/pl,
4pl del amortiguador 5X de la enzima y 2ul de la enzima a una concentracion 10 u/pl. Los
ensayos se incubaron a 37 °C por 1 h en bafio Maria.
Se utilizaron las enzimas BamHI y HindIIl para preparar el fragmento amplificado del
Promotor stdA, asi como el plasmido pKK232/Tet para el ensayo de ligazon. Las
condiciones fueron las mismas que las descritas para la verificacion del fragmento
amplificado por PCR, solo el volumen de la enzima fue de 1 pl por cada enzima para el
ensayo de doble digestion.
Los ensayos de restriccion se verificaron por medio de una electroforesis horizontal en

agarosa al 1% en TAE 1X, bajo las siguientes condiciones de voltaje/tiempo 60 V por 1 h.
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Al término de la electroforesis se tind el gel con bromuro de etidio y se colocod en el
transiluminador Mini Lumi®.

15.10. Protocolos de Clonacion
Se procedio a realizar la ligazon bajo las siguientes condiciones: 15 ul del amplificado del
Promotor stdA digerido a una concentracion de 1 pg/ul, 7.5 pl del plasmido pKK232/Tet
abierto sin purificar a una concentracion de 500 ng/pl, 2 ul de enzima T4 ligasa Invitrogen®
y 5 pl del amortiguador 5X de la enzima T4. El ensayo se dejo toda la noche a 4 °C en el
termociclador Select Cycler®, al dia siguiente se guardé la reaccion a 4 °C mientras se
preparaban las células competentes DH5a.
Ya con las células competentes listas se procedid a electroporar; 200 pl de células
competentes se mezclaron con 4 pl de la reaccion de ligazon y se electroporaron en las
siguientes constantes: 50 uF capacitancia, 200 Q de resistencia y 2.5 Kv. Después de cada
pulso se transfirieron los 200 ul de las células transformadas a 1 ml de medio SOC el cual
se incubo a 37 °C a 200 rpm por 1 h. Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugd el
cultivo de SOC a 13,539 rcf por 5°. Después de la centrifugacion se decantd el
sobrenadante dejando de 100 a 150 pl del medio, con lo cual se suspendi6 el comprimido
bacteriano por pipeteo. El volumen total de las bacterias fue sembrado en un agar LB con
Amp a 150 pg/ml y se plaqueod con perlas de vidrio esteriles. Los agares fueron incubados a
37 °C nunca por mds de 24 h para la seleccion de clonas. Para la electroporacion de SE
49214 se utilizaron las mismas condiciones antes mencionadas.
Las clonas de DH5a que se obtuvieron fueron resembradas de forma pareada en agar LB

con 150 pg/ml de Amp y en agar LB con 50 pg/ml de Tet para hacer una doble seleccion.
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Aquellas clonas que fuesen resistentes a ampicilina y sensibles a tetraciclina fueron
seleccionadas para ser verificadas por PCR y secuenciacion.

Para las clonas en SE 49214 se verificaron por ensayo de restriccion y PCR.

15.11. Secuenciacion del plasmido pJM13

Para la secuenciacion del plasmido pJM13 se mandé a la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia (IBT) que utiliza un secuenciador automatico

de DNA de 16 capilares Applied Biosystems®, modelo 3130x1 y el método de Sanger.

15.12. Cinética de crecimiento de SEpJM13

Se inocularon 100 pl de SEpJM13 en tres tubos cénicos de 15ml con 5 ml de WM pH
7.4 con Amp; el indculo se tomd directamente del LB con glicerol (que se habia
guardado en congelacién a -75 °C, se le nombro preindculo) y se incubo a 37 °C a 100
rpm durante 8 h. Cada hora se tom6 1 ml y se midié la DO a 600 nm.

Se inoculd 100 pl del preindculo en 5 ml de WM pH 7.4 con Amp para incubarlos a 37
°C a 100 rpm por 16 h, terminado el tiempo se inocularon 100 pl del preindculo en 5 ml
de WM pH 7.4 con Amp, se utilizaron tres tubos de 15 ml. Los tubos se incubaron a 37
°C a 100 rpm por 8 h. Cada hora se tom¢ 1 ml y se midié la DO a 600 nm.

Otros tres tubos de 15ml con 5 ml de WM pH 7.4 con Amp sin inocular fueron usados

como control negativo.
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15.13. Ensayo de expresion de la fusion transcripcional del reportero CAT.

Para los ensayos de medicion de la actividad del gen reportero se realizd el siguiente
protocolo.

15.13.1. Pre-Inoculos

En 5 ml de caldo LB con 150 pg/ml de ampicilina se inoculd 100 pl desde las semillas de
SE pJM13 (que se congelaron a -70 °C en leche con glicerol) y se incub6 por 16 h a 37 °C
a 100 rpm. Del cultivo de 16 h se inocularon 100 pul del medio en caldo LB con 10 % de
glicerol, con 150 pg/ml de Amp e incubar por 6 h a 37 °C a 100 rpm, terminado el tiempo
de incubacion, se tom6 1 ml del cultivo en tubos de 2 ml y se congelo a -70 °C hasta su
uso. Procurando que nunca pasen mas de dos meses de tiempo entre usos de los pre-
inoculos.

15.13.2. Cultivos

15.13.2.1. Preparacion de inoculos

100 pl de un pre-inodculo descongelado fueron inoculados en 5 ml de medio WM con 150
png/ml de Amp en un tubo coénico tipo Falcon de 15 ml y se incubd por 16 hora a 37 °C a

100 rpm.

15.13.2.2. Cultivos para ensayos de expresion en MOIMM, LB, DMEM vy

WM a 37 °C.
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El ensayo se realiz6 con el siguiente protocolo. Se descongeld la cepa SEpJMI13 y se
sembraron 100 pl en 5 ml WM pH7.4 con Amp en un tubo coénico de 15 ml, se incubod a 37
°C a 100 rpm por 16 h. Se prepararon por triplicado, tubos conicos de 15 ml por cada
medio de cultivo (MOMM, LB, DMEM y WM) a pH 7.4 con 5 ml de medio con Amp y se
inocul6 cada tubo con 100 ul del indculo de 16 h. Los tubos se incubaron a 37 °C a 100
rpm por 6 h. Al terminar se centrifugé de cada medio 4 ml de muestra en un tubo conico de
1.5 ml a 13,539 rcf por 5°, se decantd el sobrenadante y el comprimido bacteriano se

congeld a -20 °C hasta su uso.

15.13.2.3. Cultivos para ensayos de expresion en LBy WM a 30 °C, 37°C y

42°C.

Se prepar6 un inoculo de 100 pl SEpJM13 con 16 h de crecimiento previas en 5 ml de WM
pH 7.4 con Amp, del cual se inocularon 100 pl en 5 ml de LB y 5 ml de WM a pH 7.4 los
dos medios suplementados con Amp, todo esto por triplicado. Los medios fueron
incubados a 30 °C, 37 °C o 42 °C, segun fuera el caso, a 100 rpm por 6 h. Se colectaron 4
ml de cada muestra; en un tubo conico de 2 ml y se centrifugd a 13,539 rcf por 5°, se
eliminé el sobrenadante y el comprimido fue congelado a -20 °C hasta su uso. La medicién

de la actividad de CAT se realizé como se describe en la metodologia.

15.13.2.4. Cultivos para ensayos de expresion en LB y WM a 42 °C con

diferentes concentraciones de hierro
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Se prepar6 un inoculo de 100 pl SEpJM13 con 16 h de crecimiento previas en 5 ml de WM
pH 7.4 con Amp, del cual se inocularon 100 pl en 5 ml de LB y 5 ml de WM a pH 7.4 los
dos medios suplementados con Amp y con Cloruro de hierro (FeCl3-6H2O) a
concentraciones de 250 uM, 500 uM, 750 uM y 1000 uM; todo esto por triplicado. Los
medios fueron incubados a 42 °C a 100 rpm por 6 h. Se colectaron 4 ml de cada muestra;
en un tubo coénico de 2 ml y se centrifugd a 13,539 rcf por 5°, se elimin6 el sobrenadante y
el comprimido fue congelado a -20 °C hasta su uso. La medicion de la actividad de CAT se

realiz6 como se describe en la metodologia.

15.13.2.5. Cultivos para ensayos de expresion en LB y WM a 42 °C con

diferentes concentraciones de lisina

Se prepar6 un inoculo de 100 pl SEpJM13 con 16 h de crecimiento previas en 5 ml de WM
pH 7.4 con Amp, del cual se inocularon 100 pl en 5 ml de LB y 5 ml de WM a pH 7.4 los
dos medios suplementados con Amp y con lisina a concentraciones de 250 pg, 500 pg,
750 png y 1000 pg; todo esto por triplicado. Los medios fueron incubados a 42 °C a 100
rpm por 6 h. Se colectaron 4 ml de cada muestra; en un tubo conico de 2 ml y se centrifugo
a 13,539 rcf por 5°, se elimino el sobrenadante y el comprimido fue congelado a -20 °C
hasta su uso. La medicion de la actividad de CAT se realizd como se describe en la

metodologia.

15.13.3. Extraccion de proteinas totales por sonicacion
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Se descongelaron los comprimidos bacterianos de 4 ml de cada muestra para la
obtencion de sus proteinas totales por sonicacion.

Se afiadieron 700 pl de buffer TDTT (Tris. Ditiotreitol) al comprimido bacteriano y
se suspendieron con agitador de vortice. (TDTT: Tris-HCI 50 mM pH 7.8 — DTT 30
uM)

Los tubos se centrifugaron 2’ a 13,539 rcf.

El sobrenadante fue desechado.

Las pastillas se suspendieron en 600 pl de TDTT y fueron mezcladas con agitador
de vortice.

Las bacterias se lisaron por sonicacién en un equipo Ultrasonic Processor® durante
3’ a intervalos de pulsos de encendido “on” 9’ y pulsos de apagado “off” 9°°.
Conforme se sonicaban, se les colocd en hielo. Las puntas del sonicador se
limpiaron con etanol entre cada muestra para evitar contaminaciones.

Se centrifugd durante 15’ a 13,539 rcf.

El sobrenadante se transfirid a tubos nuevos. Es en el sobrenadante en donde quedan

las proteinas expresadas por la bacteria en las condiciones del cultivo.

15.13.4. Lectura de proteinas totales

Se colocaron 10 pl de cada muestra en una caja de 96 pozos y se realizd un

duplicado del ensayo con 20 pl de la muestra, en el siguiente orden (Figura 9):
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B 2 2 9 9 17 17 25| 25| 33| 33| 41| 41
C 3 3 10 10 18 18| 26| 26| 34| 34| 42| 42
D 4 4 11 11 19 19 27 27 35| 35| 43| 43
E 5 5 12 12 20| 20| 28| 28| 36| 36| 44| 44
F 6 6 13 13| 21 21 29 29 37 37| 45| 45
G 7 7 14 14| 22 22 30| 30| 38| 38| 46| 46
H Bco Bco 15 15| 23 23 31 31 39 39| 47| 47

Figura 9. Representacion grafica del orden de las muestras para la cuantificacion de proteinas totales.
Cada pozo esta numerado para realizar un duplicado de la muestra. Los pozos 1H, 2H y la abreviatura Bco
representan la posicion del blanco.

En el blanco se colocaron 10 ul de TDTT.

Se preparard reactivo BCA Protein Assay Kit Reagent® (Pierce):
Reactivo A: BCA (4cido bicinconinico)

Reactivo B: CuSO3

Preparados a una proporcion 50:1 (A: B) en una probeta.

A o

Se agregaron 200 ul de esta mezcla a cada uno de los pozos de la placa con la pipeta
multicanal.

La placa fue incubada a 37 °C durante 30°.

La placa fue leida en el espectrofotometro CERES ELx808 Biotek®.

15.13.5. Lectura de la actividad de CAT (enzima cloranfenicol acetil

transferasa)

De cada muestra se colocaron 10 pl por pozo en una caja de 96 pozos y se realizo

un duplicado del ensayo con 20 pl de la muestra, de la siguiente manera (figura 10):
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N v kW

Figura 10. Representacion grafica del orden de las muestras para la cuantificacion de la actividad de
CAT. Cada pozo esta numerado para realizar un duplicado de la muestra. Para diferenciar la placa de CAT
de la placa de BCA, esta se divide a la mitad como se observa en la figura.

Se disolvieron 0.02 g de DTNB (4cido ditiobisnitrobenzoico) en 5 ml de Tris HCI1
IM pH 7.8 con vortex.

Se tomo 2.5 ml de esta mezcla y diluirlos con 22 ml de agua MQ.

Se agreg6 500 pl de acetil CoA 0.2 mM.

Se afiadi6 500 pl de cloranfenicol 0.2 mM.

La mezcla fue homogenizada perfectamente.

De forma inmediata se agregaron 200 ul de este reactivo a cada uno de los pozos de
la placa con la pipeta multicanal. Ya que la reaccion enzimadtica es inmediata, por lo

tanto, se hizo la lectura de la placa cuando se termin6 de afadir la mezcla, en el

CERES ELx808 Biotek®.
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16.Resultados

16.1. Prediccion digital de Promotores del operon stdABCDEF 'y diseiio de
iniciadores.

Como se describe en la seccion de metodologia se obtuvo la secuencia del gen std4 de la
cepa SE P125109 en la Biblioteca Gendmica de Kioto.
El marco de lectura del gen std4 marca el inicio del operdn fimbrial, asi que sirvio de base
para la bisqueda de la region intergénica. Con las opciones que tiene el software de KEGG
se procedio a seleccionar la region genética que contendria al posible promotor del operon,
de tal manera que se escogieron 1000 pb corriente arriba del gen stdA, en las cuales se
incluy6 el fragmento final del gen anterior y 200 pb del marco de lectura del gen stdA
(Figura 11). Se destaca que para evitar el uso excesivo de la nomenclatura: “region

2

corriente arriba del gen stdA” se asignd la denominacion Promotor stdA para toda esta

region que se amplificd por PCR.
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GATGACAGCACTGACTGGAATCTGTATGTCAAATCAGATAAAAAAGCCCCAGTTGAAGGA
GACCACTATATTCGGATAAATTCATCGATTACGGTAGCAGAAGATTATCTCCCTGCGGGC
CAGAAAAATGATGCTATTAATAAAGCAAACCAGAAAATGAAAGAAGGAGATAAAAAAGGG
ACTATAGAGGCCCTGAAACTAGCAGGCGTCAGTGTTATTGAAAATCAGGAACTCATTCCT
CTTCAGCAAACCCGTAAGGATGTGACCACAGCGCTTTCCTTGATGAACGAAGGAAAATAC
TATCAGGCAGGTCTATTACTGAAATCAGCTCAGGATGGCATAGTTGTAGACTCTCAGTCA
GTTCAGGAATCACCCACGCACTCCGTGCAGCACGACGCCGCGCATTAATATCCCCCAGCC
TGCTGTATACATTACAGCAGGCAGCATTATGTCTGACAGCTATTACCAGTTTGTTCTTTG
CTGTCGGCATTGTTTTTAAATTTCATCCGCGAAGTTTAGAAATGTCAGGGTACCTGCATT
TATATCTATTGTGATGCTCATCACAAATACAGAAGAATATCATTTCATTTATTATTTTTT
ATTCCTTCCACTTATGATGGTTCATAATGATTTATTAAGTTAATGTTTTGGAATTAAATG
CCTTTTACTTGCGTTATATCCAGTTTTTTATGCTGCCAGTAATTTCATTGTTATATATGA
TTAGTATTATGTTTTGTAAATATCCAGTGTAATGGAAAAGCAAAACATACATTCCCGATA
ATATATTACAAAATATTTCATGTCCGCTGCGAATATCTGTCTGTTAGGTATTCACCCGCT
TATAATTACATTAAAAAGTATTTCTTTGATGATTATTCTTAAATTACGATCATAATCATC
GATCGTATCGATCTATTTTTATTGTTTTAATTTGAATAAGAATTTTCTTACAACTGATTA
GGCATTAGCTGAAATCAATATTTTTCGATGGAAAGTTCAGGTGCTTCGTTTAACACCAGG
CGTTTATTATTCATACGAATCTTTTCTGAACGCTTTCATTAATACCCTCAGAGTTGTTTT
CAGCCTTTGCAAAATAATTCTCATTTACCCAAAGGACATATTATCTATGCGTAATAAAAT
AATACTTGCCATGGCGGCTGCCGGTATGATGTATGGCGCTTCTGTATATGCAGTCGATCC
Figura 11. Secuencia de la region corriente arriba del operén fimbrial Std. De color rojo se puede
observar la secuencia para el gene que se encuentra corriente arriba de stdA, de color negro region intergénica
del operén stdABCDEF y en azul 200 pb de la region codificante del gene stdA.

La secuencia fue analizada, con el software Bprom de la empresa Softberry, el cual hace la
busqueda de regiones promotoras mediante la utilizacién de las secuencias consenso para
las cajas -10 y -35 de E. coli. (Solovyev & Salamov, 2010; Softberry, 2011)

El programa arroja los resultados en dos partes. El primer resultado indica el tamafio de la
secuencia que se utilizd que en este caso fue de 1200 pb; el nimero de promotores
encontrados para la secuencia, que fue de tres; y en cuales nucledtidos se propone que estan
las cajas -10 y -35 de cada promotor. Estas regiones se encontraron en los nucleotidos: 620
al 598 a la cual se le denomin6 ler promotor; del nucledtido 923 al 903 a la cual se le
nombro 2do promotor y del nucledtido 74 al 53 a la que se le denomind 3er Promotor
(Cuadro 3).

El segundo resultado (cuadro 4) que arroja el programa, es el de los sitios en los cuales se

uniria un factor transcripcional y a que familia podria pertenecer.
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Test sequence
Length of sequence-1200
Threshold for promoters -0.20
Number of predicted promoters - 3
Promoter Pos: 635 LDF-8.40
-10 box at pos. 620 GTTCATAAT Score 57
-35 box at pos. 598 TTTATT Score 34
Promoter Pos: 938 LDF-6.26
-10 box at pos. 923 TGTTTTAAT Score 55
-35 box at pos. 903 TCGTAT Score 5
Promoter Pos: 89  LDF-3.90
-10 box at pos. 74 GGATAAATT Score 52
-35box at pos. 53 TTGAAG Score 54

Cuadro 3. Prediccion de promotores utilizando el software Bprom de la compaifia Softberry con la
secuencia de la region Promotora de stdA4 de la bacteria SE P125109. En el primer resultado se muestran
los resultados que arroja el programa, con el largo de la secuencia 1200 pb, los tres posibles promotores y
las cajas -10 y -35.

For promoter at 635:
soxS: TATCATTT at position 578 Score - 9
Irp: ATTTATTA at position 587 Score - 6
Irp: TATTTTTT at position 593 Score - 11
argR: TTTTTTAT at position 595 Score - 13
argR2: TTTTTATT at position 596 Score - 13
fur: ATAATGAT at position 624 Score - 6
Irp: ATTTATTA at position 630 Score - 6
phoB: TTTATTAA at position 631 Score - 8
rpoD15: TAATGTTT at position 641 Score - 9
For promoter at 938:
argR: ATAATCAT at position 892 Score - 9
argR2: TTTTTATT at position 916 Score - 13
rpoD19: ATTGTTTT at position 921 Score - 7
nagC: TTTAATTT at position 926 Score - 7
ada: ATAAGAAT at position 936 Score - 11
rpoD17: AATTTTCT at position 941 Score - 7
For promoter at  89:
rpoD17: AAATCAGA at position 31 Score - 7
argR: AATTCATC at position 79 Score - 5

Cuadro 4. Prediccion de promotores utilizando el software Bprom de Softberry. Se emple6 la secuencia
de la region corriente arriba al marco de lectura de std4 de la bacteria SE P125109. Se enlistan los posibles
factores transcripcionales que podrian interactuar con cada region promotora.

Se considero que la posicion 635, que fue la que obtuvo un mejor resultado entre las cajas -

10 y -35, se decidi6 utilizar como inductor a el hierro por la presencia de una secuencia que
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es reconocida por el regulador fur. Otro de los posibles inductores elegidos fue la lisina,
con base en lo que reporta Jakomin et al., 2008, ya que HdfR es el activador del operon Std
y pertenece a la familia de los reguladores de lisina.

Con la secuencia definida se realiz6 el disefio de los iniciadores con ayuda del programa
DNAMAN vy se eligieron los iniciadores basandose en los siguientes criterios: que tuviesen
una longitud de 20 pb o mas, que amplificaran un fragmento entre 1100 a 1200 pares de
bases, con lo cual se incluirian los tres promotores previamente identificados y que tuviesen
una temperatura media de alineamiento (TM) de ente 58-62 °C. Se agregaron de manera
manual las secuencias reconocidas por las enzimas de restriccion BamHI para el iniciador
stdAlntergeniclF y Hindlll para el iniciador stdAlntergeniclR en sus extremos 5°, ademas
de estas secuencias se agregaron cuatro pares de bases extra para permitir que las enzimas
de restriccion tuviesen una seccion que permitiera el correcto acoplamiento y la digestion

del fragmento amplificado (Cuadro 5).

stdAlIntergeniclF 5'-3'

3 ccggGGATCCTGACAGCACTGACTGGAATCTG primer con BamHI
*Len=22 Tm=61.4°C

stdAlIntergeniclR 5'-3'

1199 ccggAAGCTTGATCGACTGCATATACAGAAGCG primer con HindIIl

*Len=23 Tm=61.1°C

Cuadro 5. Iniciadores disefiados con el programa DNAMAN. En color negro se pueden ver las
secuencias que se alinean con SE P125109. En color rojo las secuencias reconocidas por las enzimas
BamHI y HindlIII respectivamente para cada iniciador. En color azul se observan las cuatro bases afiadidas
para facilitar que la enzima pueda digerir el amplificado. Con (*) se marcan las longitudes y temperaturas de
alineamiento de los iniciadores, pero estos datos son solo para las secuencias de color negro.
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Se comprobd que los iniciadores alinearan con SE P125109 y que delimitasen la zona que
se eligi6 previamente en el programa KEGG. El alineamiento de iniciadores se realizé con
la herramienta digital Primer Blast que se encuentra en el software Blast del Centro
Nacional para Informacion de Biotecnologia (NCBI por sus siglas en inglés) (NCBI) . Con
el cual se obtuvo un 100 % de identidad (figura 12). También se comprobd que dentro del
amplificado, se encontraran las predicciones hechas por el Bprom para las regiones

promotoras. Esto se realizd con el programa SnapGene® (figura 13)

Figura 12. Resultados del alineamiento de los iniciadores en el Primer Blast. Se hace hincapié de que en
el proceso de alineamiento se utilizaron los iniciadores sin las secuencias para las enzimas de restriccion ni
los agregados de 4 bases.
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Figura 13. Prediccion digital del amplificado de la PCR del Promotor stdA con las regiones promotoras
sugeridas por el Bprom. En las cajas grises se presentan las predicciones en cuanto a las posiciones de los
tres promotores encontrados por el programa Bprom. En morado las posiciones de los iniciadores, con lo que
se comprueba que estos nos permiten tener los promotores dentro del amplificado.

16.2. Extraccion de ADN Genomico de Salmonella Enteritidis ATCC 49214.
Se hizo la extraccion de ADN genomico de SE 49214 por el método descrito por Pitcher et
al. con las modificaciones que se especificaron en la metodologia. E1 ADN fue evaluado de
forma cualitativa con una electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1 % en TAE. Se
cuantificé en el espectrofotometro Ultraspec 3000 Pharmacia Biotech®; para utilizar el

material genético se diluyo a una concentracion de 100 ng/ul (Figura 14).
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Figura 14. Extraccién de ADN genémico de SE49214. Foto de un gel de agarosa al 1% en TAE. Carril 1
y 2 ADN genémico de SE 49214. Carril 3 Marcador de peso molecular 1 Kb Invitrogen®.

16.3. PCR del Promotor stdA.
Se amplifico el Promotor stdA mediante la técnica de PCR en la modalidad de gradientes
de temperatura usando un rango de 12 °C; se obtuvo un amplificado con un peso de 1217
pb. Como control positivo de la reaccion se utilizé la PCR del gen invA4 en la columna del
bloque térmico que estaria a una temperatura de 55 °C. El ADN de SE 49214 se utiliz6d
para ambas reacciones. A los amplificados se les realiz6 una electroforesis horizontal en

agarosa al 1% en TAE (figura 15).
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Figura 15. PCR del Promotor stdA. Foto de un gel de agarosa al 1% en TAE. Carril 1 Marcador de peso
molecular 1 Kb Invitrogen®. Carril 2 PCR de invA 284 pb. Carril 3 PCR Promotor stdA a 58.2 °C. Carril
4 PCR Promotor stdA a 59.6 °C. Carril 5 PCR Promotor stdA a 60.2 °C. Carril 6 PCR Promotor stdA a
61.3 °C. Carril 7 PCR Promotor stdA a 62.2 °C. Carril 8 PCR Promotor stdA a 62.2 °C.

Con el ensayo de gradientes se decidi6 utilizar una temperatura menos astringente para la

PCR del Promotor stdA, esta temperatura fue 60.2 °C.

16.4. Predicciones digitales y ensayos de restriccion del Promotor stdA.
Para comprobar el amplificado del Promotor stdA se hiz6 una prediccion digital del patron
electroforético de la digestion con tres enzimas Dral, Kpnl y Pvul en el programa

SnapGene® (Figura 16).
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Figura 16. Prediccion electroforética del ensayo de restriccion con Dral, Kpnl y Pvul para el
amplificado del Promotor stdA. Carril 1 Marcador de Peso Molecular 100 pb Invitrogen®. Carril 2 PCR
del Promotor stdA digerido con Dral se obtienen dos fragmentos 712 pb y 505 bp. Carril 3 PCR del
Promotor stdA digerido con Kpnl se obtienen dos fragmentos 676 bp y 541 bp. Carril 4 PCR del Promotor
stdA digerido con Pvul se obtienen dos fragmentos 911 bp y 306 bp. Carril 5 PCR del Promotor stdA sin
digerir.

Posteriormente se llevo a cabo el ensayo de restriccion con las enzimas antes mencionadas
y el Promotor stdA; su andlisis por medio de electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1

% en TAE se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Ensayo de restriccion para el amplificado del Promotor stdA con Dral, Kpnl y Pvul. Foto de
un Gel de agarosa al 1% en TAE. Carril 1 Marcador de Peso Molecular 100 pb Invitrogen®. Carril 2 PCR
del Promotor stdA digerido con Dral se obtienen dos fragmentos 712 pb y 505 bp. Carril 3 PCR del
Promotor stdA digerido con Kpnl se obtienen dos fragmentos 676 bp y 541 bp. Carril 4 PCR del Promotor
stdA digerido con Pvul se obtienen dos fragmentos 911 bp y 306 bp. Carril 5 PCR del Promotor stdA sin
digerir 1217.

16.5. Extraccion de ADN del plasmido pKK232/Tet.
El cultivo E. coli con el vector pKK232/Tet fue sometido al procedimiento de lisis alcalina.

Se realizo una electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE del ADN plasmidico

pKK232/Tet (figura 18).

Figura 18. Extraccion de ADN plasmidico del vector pKK232/Tet. Foto de un gel de agarosa al 1% en
TAE. Carril 1 Marcador de peso molecular A/HindIII Invitrogen®. Carril 2 y 3 ADN plasmidico del vector
pKK232/Tet.

16.6. Clonacion del Promotor stdA en el plasmido pKK232/Tet vy
transformacion en DH5a

Para la clonacion del amplificado del Promotor stdA en el plasmido pKK232/Tet, los

elementos fueron preparados con una reaccion de doble digestion mediante el uso de las

enzimas BamHI y Hindlll. Las dos reacciones se realizaron bajo el mismo protocolo y al

mismo tiempo, ya que la eliminacion de las secuencias de los extremos de la PCR del
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Promotor stdA no podria observarse mediante electroforesis en agarosa. Por lo contrario, el
ensayo en el vector pKK232/Tet eliminaba el gen de resistencia a tetraciclina, diferencia
que si podia observarse por medio de la electroforesis. En la siguiente prediccion digital del
ensayo de restriccion (figura 19) se presenta el patron electroforético predicho con el
programa SnapGene®, es importante sefialar que la secuencia del plasmido pKK232/Tet
que fue utilizada para los ensayos digitales, tiene un gen de resistencia de 500 pb de mas;

comparada con el ensayo final que se realizé (figura 20).

Figura 19. Prediccion digital del ensayo de doble digestion con las enzimas BamHI y HindIlI para el
vector pKK232/Tet. Carril 1 Marcador de peso molecular A/HindlII Invitrogen®. Carril 2-4 pKK232/Tet
cortado con BamHI y HindlIll se observan dos bandas que representan al pKK232/Tet con un peso de 5074
pb y al gen de resistencia a tetraciclina TCR con un peso de 2810 pb.
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Figura 20. Ensayo de doble digestion con las enzimas BamHI y HindIII para el vector pKK232/Tet.
Foto de una electroforesis en agarosa al 1% en TAE. Carril 1 Marcador de peso molecular A/HindIIl
Invitrogen®. Carril 2-4 pKK232/Tet digerido con BamHI y Hindlll se observan dos bandas que
representan al pKK232/Tet con un peso de 5074 pb y al gen de resistencia a tetraciclina.

Ya con el producto de la PCR digerido y con el plasmido abierto se procedid a realizar el
ensayo de ligazén con la T4 ligasa Invitrogen® como se describio en la metodologia. Se
resalta que nunca se purificaron los productos de la digestion; lo cual permite que tanto el
gen de resistencia TCR, como el amplificado del Promotor stdA puedan ocupar el sitio
multiple de clonacion en el pKK232/Tet lo que nos permite una seleccion mediante el uso
de ampicilina y tetraciclina. Aquellas clonas que crecieran solo en ampicilina y no en
tetraciclina, serian las candidatas a contener el plasmido pJM.

La reacciéon de ligazdon se transformdé por medio de -electroporacion en células
electrocompetentes de E. coli DH5a, se us6 el Genepulser 11 de Biorad®.

La seleccion de las clonas se realizdo en agar LB con Amp a una concentracion de 150

pg/ml. La placa se incubo a 37 °C por no més de 24 h.
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Con las clonas obtenidas en el agar LB se procedio a realizar una doble seleccion, mediante
el uso de placas de LB con 150 pg/ml de Amp y LB con 50 pg/ml de Tet; todo lo anterior
bajo la suposicion de que solo las clonas que crecieron en el LB con ampicilina y no se
desarrollaron en el LB con tetraciclina, eran candidatas a tener el plasmido pJM
transformado (figura 21). Cada clona se sembrd por duplicado, haciendo un trazo en el
cuadrante marcado; utilizando una punta de plastico estéril para cada clona.

A cada clona se le di6 una clave de reconocimiento que nombra el nimero de caja del que
se obtuvo marcado con C # y las clonas de cada caja se nombraron JM#. Quedando de la

siguiente forma: C1JM1.

Figura 21. Representacion grafica de los patrones de sembrado utilizados en la doble seleccion de
clonas. Aquellas colonias que crecieran en el LB con ampicilina y no crecieran en el LB con tetraciclina
fueron candidatas de tener el plasmido pJM.

A las clonas candidatas se les realizd una extraccion de plasmido a partir de un cultivo de
25 a 50 ml de caldo LB adicionado con Amp, por el método de lisis alcalina en su version
midi prep (figura 22), ya que la clonacion del pJM tuvo como consecuencia aparente una

disminucién en el numero de copias dentro de las células DH5a. Las candidatas se
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crecieron también en agar LB con ampicilina para mantener cada clona, mientras se

realizaba su comprobacion molecular.

Figura 22. Extracciones de plasmido de las clonas obtenidas por la doble seleccion. Foto de un gel de
agarosa al 1% en TAE. Carril 1 Marcador de peso molecular 1 Kb plus de la marca Invitrogen. Carril 2-11
ADN plasmidico de las clonas.

16.7. PCR del Promotor stdA clonada y secuenciacion del plasmido pJM13 en
DHS5a..

Se escogieron las Clonas C3JM12, 13 y 15 ya que en éstas amplificé el Promotor stdA, sin

embargo, en los ensayos siguientes no se logré amplificar el fragmento de las clonas

C3IM12 y la C3JM15 asi que ya no fueron usadas para el estudio (figura 23). La clona

C3JM13 fue criopreservada en leche con glicerol al 10 % a una temperatura de -75 °C en

ultracongelador.
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Figura 23. PCR del Promotor stdA de las clonas C3JM12, 13 y 15. Foto de un gel de agarosa al 1% en
TAE. Carril 1 Marcador de peso molecular 100 pb (Thermo). Carril 2 PCR del Promotor stdA de la clona
C3JM12. Carril 3 PCR del Promotor stdA de la clona C3JM13 amplificado de 1217 pb. Carril 4 PCR del
Promotor stdA de la clona C3JM15.Carril 5 PCR del Promotor stdA empleando como templado ADN
cromosomal de SE 49214. Este ensayo se repitid porque en el anterior el marcador no se observa bien.

Como en los amplificados del Promotor stdA que se obtuvieron no se observo una banda
nitida, se decidio hacer un ensayo de restriccion con la enzima Dral ya que ésta no digiere
el gen de resistencia TCR, pero si el Promotor stdA, del plasmido pJM13 que se encontraba
en la clona C3JM13. Lo primero que se hizo fue la construccion in silico del plasmido
pIM13 (figura 24) con ayuda del programa SnapGene®, para posteriormente realizar el

ensayo digital de restriccion con Dral y observar el patron electroforético.
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Figura 24. Mapa del vector pJM13. En azul puede observarse la posible region corriente arriba del operon
stdABCDEF. En azul turquesa el gen reportero cat (CmR) corriente debajo del inserto.

El plasmido pJM13 fue purificado para su secuenciaciéon en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNAM, en el cual se le realiz6
una secuenciacion automatizada de tipo Sanger con el secuenciador automatico modelo
3130xl de 16 capilares, de la marca Applied Biosystems. Después, la secuencia fue
analizada con el programa SnapGene®, el cual determiné una identidad del 99 % con la
secuencia del Promotor stdA proveniente de la cepa de SE P125109, que se utilizo para la
construccion digital del plasmido pJM13; y el amplificado del Promotor stdA que se
obtuvo de SE 49214. En la figura 25 se muestra como se alinean las secuencias recibidas

del IBT con el plasmido pJM13.
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Figura 25 Alineacion digital de las secuencias obtenidas usando el iniciador delantero y reversa para el
Promotor stdA con el plasmido pJM13. En azul se observa la region intergénica del gen stdA de SE
P125109 y su direccion con sentido corriente abajo del gen reportero. En rojo las secuencias delantera y
reversa del Promotor stdA amplificado de SE 49214.

En la figura 26 se demuestra que la construccion se encuentra en el mismo sentido de

transcripcion con el gen reportero; lista para ser transformada en la SE 49214.
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Figura 26. Mapa del vector pJM13 con el alineamiento de la secuenciacion del amplificado Promotor
stdA. Se puede observar las secuencias que se alinean en la zona de insercion de la region corriente arriba de
cat.

16.8. Transformacion del plasmido pJM13 en Salmonella Enteritidis 49214
Para la transformacion del pJM13 en SE 49214, se realizaron diferentes ensayos. El
primero de ellos fue comprobar la susceptibilidad de la cepa SE 49214 a la concentracion
de ampicilina de 150 pg/ml que se utilizaba para el medio LB, ya que de ser resistente se
tendria un problema al momento de la seleccion de las clonas positivas. Asi que se sembro
la cepa SE 49214 en agares LB con ampicilina a una concentracion de 150 pg/ml y un agar
LB sin ampicilina; los medios se dejaron incubar a 37 °C por 24 h. Se demostrd que la cepa
SE 49214 no crecia a 150 pg/ml de ampicilina asi que se prosigui6 a la preparacion de las
células competentes de SE 49214 como se menciono en la metodologia.

Para la extraccion del ADN plasmidico pJM13 de la clona C3JM13 se llevd acabo el
protocolo de lisis alcalina en su modalidad midi prep. El pladsmido se purificé de un gel de
agarosa al 0.8% con el kit Zymoclean Gel DNA Recovery® Zymo Research®. Ya
purificado el plasmido pJM13 se utiliz6 para transformar las células competentes SE 49214
por electroporacion.

Las clonas se sembraron en LB con Amp a una concentracion de 150 pg/ml y se incub6 a

37 °C por 24 h, a las colonias que se obtuvieron se les denomino SE pJM13.

16.9. Predicciones digitales, ensayos de restriccion con Dral, BamHI vy

HindIll; y PCR del plasmido pJM13 en Salmonella Enteritidis 49214.
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Para la comprobacion de las clonas SE pJM13 se realiz6 un ensayo de restriccion con las
enzimas Dral, BamH1 y HindIII en primera instancia.
Previamente se extrajo el plasmido pJM13, a la par se realizd la simulacion del ensayo de

restriccion con la enzima Dral y su patrén electroforético (figura 27).

Figura 27. Prediccién electroforética del ensayo de restricciéon para el plasmido pJM13 con Dral.
Carril 1 Marcador de peso molecular A/Hindlll Invitrogen®. Carril 2 Plasmido pJM13 digerido con Dral se
obtienen 6 fragmentos: 1.- 3224 pb, 2.- 1105 pb, 3.- 898 pb, 4.- 692 pb, 5.- 339 pb y 6.- 19 pb. Carril 3
Plasmido pKK232/Tet se obtienen 5 fragmentos: 1.- 3610 pb, 2.- 3224 pb, 3.- 692 pb, 4.- 339 pb y 5. 19 pb.
Carril 4 Plasmido pKK232-8 se obtienen 5 fragmentos: 1.- 3224 pb, 2.- 820 pb, 3.- 692 pb, 4.- 339 pb y 5.
19 pb

Ya con la prediccion del patron electroforético se procedio a realizar el ensayo con Dral y
el andlisis de éste por medio de electroforesis horizontal; en la figura 28 se muestra el

patron esperado para el plasmido pJM13.
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Figura 28. Ensayo de restriccion para el plasmido pJM13 con Dral. Foto de un gel de agarosa al 1% en
TAE. Carril 1 Marcador de peso molecular A/HindIII Invitrogen®. Carril 2 Plasmido pJM13 digerido con
Dral se obtienen 6 fragmentos: 1.- 3224 pb, 2.- 1105 pb, 3.- 898 pb, 4.- 692 pb, 5.- 339 pby 6.- 19 pb

Posteriormente al ensayo de digestion con Dral, se realiz6 una prediccion digital de los
patrones electroforéticos del plasmido pJM13 digerido con BamHI, lo cual permitiria
evaluar su peso lineal de 6277 pb; y una doble digestion con BamHI y HindlIIl en el cual se
observaria la salida del Promotor stdA de 1203 pb y un fragmento de 5074 pb del plasmido

(figura 29)
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Figura 29. Predicciéon del ensayo de restriccion para el plasmido pJM13 con BamHI y HindIIl. Carril
1 Marcador de peso molecular A/HindIIl Invitrogen®. Carril 2 Plasmido pJM13 digerido con BamHI se
obtienen 1 fragmento de 6277 pb que corresponde al peso lineal del plasmido. Carril 3 Plasmido pJM13
digerido con BamHI y HindlIl se obtienen 2 fragmentos uno de 5074 pb que corresponde al plasmido y 1203
pb que pertenecen al Promotor stdA.

Una vez predicho el patron de restriccion se procedio a realizar el ensayo con las enzimas,

en la figura 30 se observan los resultados de dicho experimento.
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Figura 30. Ensayo de restriccion para el plasmido pJM13 BamHI y HindIlIl. Foto de un gel de agarosa
al 1% en TAE. Carril 1 Marcador de Peso Molecular A/HindIIl Invitrogen®. Carril 2 Plasmido pJM13
digerido con BamHI se obtienen un fragmento de 6277 pb que corresponde al peso lineal del plasmido.
Carril 3 Plasmido pJM13 digerido con BamHI y HindIll se obtienen dos fragmentos uno de 5074 pb que
corresponde al plasmido y 1203 pb que pertenecen al inserto.

También se realiz6 la PCR del pJM13 con los iniciadores para el plasmido, que permiten la
amplificacion del sitio multiple de clonacion. Gracias a la herramienta digital de simulacion
de PCR vy el patron electroforético se pudo obtener una simulacion de la electroforesis para
los productos de la PCR, tanto para el pJM13, asi como para el pKK232/Tet original. En la
figura 31 se esquematiza el patron electroforético de tres reacciones de PCR; el primer
amplificado de 1234 pb correspondiente al Promotor stdA clonado en pJM13 y amplificado
con los iniciadores pKK-F y pKK-R; el segundo amplificado de 2841 pb corresponde al
gen TCR amplificado en el pKK232/Tet con los iniciadores pKK-F y pKK-R, es
importante sefialar que en la prediccion, el fragmento posee 500 pb mas que aquel
fragmento que estd clonado en el pKK232/Tet y el tercer amplificado de 1217 pb
correspondiente al Promotor stdA cromosoémico de SE pJM13 con los iniciadores

stdAlIntergeniclF y stdAlntergeniclR.
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Figura 31. Prediccion virtual de la PCR del Promotor stdA del plasmido pJM13, del gen TCR del
plasmido pKK232/Tet y del Promotor stdA cromosémico de SEpJM13. Carril 1 PCR del pJM13 con los
iniciadores para el pKK232/Tet, amplificado de 1234 pb. Carril 2 PCR del pKK232/Tet con los iniciadores
para el pKK232/Tet, amplificado de 2841 pb. Carril 3 PCR del Promotor con los iniciadores para el
Promotor stdA a partir del ADN de SE pJM13, amplificado de 1217 pb. Carril 4 Marcador de peso
Molecular 1 Kb plus Invitrogen®.

Se realizaron las PCR correspondientes y los amplificados se analizaron mediante

electroforesis en agarosa al 1% en TAE (Figura 32)

Figura 32. PCR del Promotor stdA del plasmido pJM13, del gen TCR del plasmido pKK232/Tet y del
Promotor stdA cromosémico de SEpJM13. Foto de un gel de agarosa al 1% en TAE. Carril 1 PCR del
pJM13 con los iniciadores para el pKK232/Tet, amplificado de 1234 pb. Carril 2 PCR del pKK232/Tet con
los iniciadores para el pKK232/Tet, el amplificado tiene un peso aproximado a 2841 pb. Carril 3 PCR del
Promotor con los iniciadores para el Promotor stdA a partir del ADN de SE pJM13, amplificado de 1217 pb.
Carril 4 Marcador de peso Molecular 1 Kb plus Invitrogen®.

Como comprobacion del amplificado del pJM13 obtenido con los iniciadores pKK-F y
pKK-R; se llevd a cabo un ensayo de restriccion con las enzimas Dral y Kpnl que se
utilizaron previamente para comprobar el amplificado del Promotor stdA. El amplificado
del Promotor stdA fue ocupado como control positivo de la digestion y este se obtuvo
mediante una PCR a partir del ADN de SE 49214. Como ya se ha mencionado antes de
realizar la digestion de los fragmentos amplificados, se hizo una prediccion digital del

patron electroforético mediante el programa SnapGene® (figura 33) en la cual se observa

68



que hay una pequefia discrepancia en el tamafio de los fragmentos que seria indiferenciable

en un gel de agarosa.

Figura 33. Prediccion digital del ensayo de restriccion con Dral y Kpnl para el amplificado del pJM13
usando los iniciadores pKK-F y pKK-R. Carril 1 Marcador de Peso Molecular 1Kb plus Invitrogen®.
Carril 2 Amplificado del pJM13 con iniciadores pKK-F y pKK-R digerido con Dral; se obtienen dos
fragmentos uno de 722 pb y otro de 512 pb. Carril 3 Amplificado del Promotor stdA con los iniciadores
stdAlntergeniclF y stdAlntergeniclR digerido con Dral; se obtienen dos fragmentos uno de 712 pb y otro de
505 pb. Carril 4 Amplificado del pJM13 con iniciadores pKK-F y pKK-R digerido con Kpnl; se obtienen
dos fragmentos uno de 686 pb y otro de 548 pb. Carril 5 Amplificado del Promotor stdA con los iniciadores
stdAlntergeniclF y stdAlntergeniclR digerido con Kpnl; se obtienen dos fragmentos uno de 676 pb y otro
de 541 pb. Carril 6 Amplificado del pJM13 con iniciadores pKK-F y pKK-R sin digerir 1234 pb. Carril 7
Amplificado del Promotor stdA con los iniciadores stdAlntergeniclF y stdAlntergeniclR sin digerir 1217
pb.

El andlisis del ensayo de digestion con las enzimas Dral y Kpnl se visualiz6 en un gel de
agarosa al 1% en TAE (figura 34). Con ello se demuestra que la cepa SE pJM13 contiene el
plasmido de interés, con el fragmento perteneciente al Promotor stdA clonado en su sitio

multiple de clonacion.
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Figura 34. Ensayo de restriccion con Dral y Kpnl para el amplificado del pJM13 usando los
iniciadores pKK-F y pKK-R. Foto de un gel de agarosa al 1% en TAE. Carril 1 Marcador de peso
molecular 1Kb plus Invitrogen®. Carril 2 Amplificado del pJM13 con iniciadores pKK-F y pKK-R digerido
con Dral; se obtienen dos fragmentos uno de 722 pb y otro de 512 pb. Carril 3 Amplificado del Promotor
stdA con los iniciadores stdAlntergeniclF y stdAlntergeniclR digerido con Dral; se obtienen dos
fragmentos uno de 712 pb y otro de 505 pb. Carril 4 Amplificado del pJM13 con iniciadores pKK-F y pKK-
R digerido con Kpnl; se obtienen dos fragmentos uno de 686 pb y otro de 548 pb. Carril 5 Amplificado del
Promotor stdA con los iniciadores stdAlntergeniclF y stdAlntergeniclR digerido con Kpnl; se obtienen dos
fragmentos uno de 676 pb y otro de 541 pb. Carril 6 Amplificado del pJM13 con iniciadores pKK-F y pKK-
R sin digerir 1234 pb. Carril 7 Amplificado del Promotor stdA con los iniciadores stdAlntergeniclF y
stdAlntergenic1R sin digerir 1217 pb.

16.10. Estandarizacion de las condiciones de cultivo.
La estandarizacion de las condiciones de cultivo fue importante en el ensayo de expresion
de la fusién reportera Promotor stdA-cat, ya que la variacion de estas nos ofreceria

resultados muy diferentes entre experimentos.
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16.10.1. Volumenes de medio Sml y 10ml
En primera instancia se probaron 2 volumenes de medio de cultivo 5 mly 10 ml de WM y
LB con Amp a 37 °C a 100 o 150 rpm por 16 h. Los resultados de dichos experimentos nos
permitieron decidir que 5 ml seria el volumen que se utilizo en los siguientes ensayos de
expresion, ya que se obtenia una actividad del promotor menos variable y detectable por el
equipo CERES ELx808 Biotek®. Mientras que en los cultivos de 10 ml los resultados eran
tan variables que en ocasiones no era detectable la actividad del promotor, aunque se

trabajaran tubos pareados.

16.10.2. Velocidades de agitacion 100 rpm y 150 rpm
La siguiente condicion que se fijé para el experimento fue la velocidad de agitacion, se
realizaron cultivos en 5 ml de LB y WM con Amp a 37 °C por 16 h a 150 rpm y 100 rpm
asumiendo que un numero bajo en las revoluciones ayudaria al proceso de encendido de la
fusion stdA-cat en SEpJM13. Pero principalmente a que en ensayos in vitro en los que se ha
evaluado la capacidad de sintesis de la fimbria Std en Salmonella Typhimurium, se han
utilizado de 200-250 rpm para los cultivos, concluyendo que no hay expresion de la fimbria
bajo estas condiciones (Velden et al., 1998; Weening et al., 2005; Clayton et al., 2008a;
Shippy et al., 2013). Finalmente se decidié utilizar 100 rpm para los ensayos de expresion
de CAT debido a que la variacion en los resultados es menor a la obtenida en los ensayos a

150 rpm.
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16.10.3. Medios de cultivo a pH 7.4
La tercera condicién que se manejé como constante fue la del pH en los medios de cultivo,
se utilizd como base un pH de 7.4 para los ensayos. Esta evaluacion a diferencia de las
anteriores no se realizdé con un cultivo a diferentes pH. Si no que fue hecha durante los
ensayos anteriores en los cuales cuando se notaba una disminucion en la expresion del gen
cat y un cambio visual de color naranja claro a un rosado intenso, debido al rojo de fenol de
los medios de cultivos celulares DMEM y WM, se procedia a medir el pH a una fraccion de
20 ml de todos los medios de cultivo con el uso de un potenciometro. Aqui se observéd que
el pH de los medios DMEM y WM variaba después de los tres meses en refrigeracion
subiendo a pH 8.0, mientras que los medios MOMM y LB se mantenian cercanos al pH 7.6.
Todo esto con un decremento en la expresion de la fusion reportera y en la biomasa del
cultivo. Por lo mismo los medios eran preparados a un pH 7.4 y cambiados a los tres meses

de haberse preparado.

16.11. Cinética de crecimiento de 8 h de SEpJM13 en WM

Para los ensayos de expresion del gen reportero, se evaluaron dos metodologias para el
crecimiento de SEpJM13 en medio WM, que nos permitirian cosechar a la bacteria en la
fase logaritmica tardia.

Se eligio esta fase en la curva de crecimiento bacteriano con base en los experimentos en
los que se trabaja la expresion de la SPI I de Salmonella, en estos estudios se reporta que la
fase estacionaria es la mas usada para los ensayos de invasion ya que en ésta, la bacteria
expresa los genes de la SPI I que dan origen al SSTIII y a las proteinas efectoras de dicha

isla gendmica. (Martinez et al., 2012, 2014; Petrone, Stringer & Wade, 2014)
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Otro de los motivos por los que se escogid la fase logaritmica tardia fue que Lopez-Garrido
& Casadesus, 2012. reportaron que los genes stdE y stdF regulan negativamente el gen
hilD, que es uno de los principales reguladores de la SPI I; por lo que se infiri6 que el
momento maximo de expresion de la fimbria Std seria en a la fase logaritmica tardia, en la
cual la bacteria podria tener su mayor capacidad de adherencia.

En la figura 35 se observa que a las 6 h de crecimiento tanto para el preinéculo como para
el in6culo se llega a la fase logaritmica tardia, sin embargo, aun cuando los dos cultivos
llegan en el mismo tiempo a la misma posicion en la curva, el indculo llega con una DO
mas alta (1.323) que la del preindculo (0.982 nm), asi que para los ensayos siguientes se
utilizé el segundo protocolo de crecimiento de 16h de cultivo inicial pero solo 6 h de

cultivo final. (Metodologia descrita en el punto 15.12)

Figura 35. Grafica de las DO a 600 nm de SEpJM13 en los 2 protocolos de crecimiento. Con rombos se
indican las DOgyo nm de SEpJM13 en el protocolo para el Indculo (16 h/8 h). Con cuadrados se indican las
DOgsoo nm de SEpJM13 en el protocolo para el Preindculo (8 h). Con tridngulos el control negativo medio
WM pH 7.4 con ampicilina sin inocular.

16.12. Ensayos de expresion en los medios de cultivo M9M, LB, DMEM y WM
Ya con el protocolo de crecimiento estandarizado, se procedio a realizar los ensayos de

expresion de la fusion reportera creciendo a SEpJM13 en 4 medios de cultivos. El medio
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minimo M9 (M9MM) que estd compuesto de las sales minimas necesarias para el
crecimiento bacteriano y 0.4 % de glucosa; se pens6 que serviria como control negativo de
la expresion CAT. El medio Luria-Bertani (LB) que es un medio enriquecido, utilizado de
forma comun en diferentes ensayos de laboratorio; en los que no se ha reportado la sintesis
de la fimbria Std para SE, mientras que para ST se ha logrado la expresion de Std pero solo
por la mutaciones en genes de regulacion general (Balbontin et al., 2006; Chessa et al.,
2008, 2009; Jakomin et al., 2008). El medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) que
es un medio comun utilizado para cultivo celular, fue utilizado en experimentos (Dostal et
al., 2014) en donde se report6 la capacidad de Salmonella Typhimurium de invadir o de
persistir adherida en células Caco-2 y HT29/MTX a diferentes concentraciones de hierro, S.
Typhimurium mostré que su capacidad de invadir se ve afectada a concentraciones mayores
a 250 uM de hierro, por el contrario la adherencia de la bacteria se mantuvo en cultivo
celular; y por tltimo se utilizé el medio Waymouth MB752/1 (WM) que es un medio para
cultivo celular disefiado para las células de hepatocarcinoma de pollo LMH-1 y que ya se
tenia en el laboratorio.

En la figura 36 se presentan los resultados obtenidos para cada uno de los medios, es
importante resaltar que los valores de actividad de CAT son la media de tres experimentos
y se presenta la desviacion estdndar que se obtuvo para cada uno de ellos. (Puente et al.,
1996)

Los resultados demuestran que existe una diferencia en la expresion del reportero entre el
medio WM en el cual se obtuvo una expresion media de 35.6538 unidades de actividad
especifica mientras que en los otros tres medios no existe una diferencia entre los valores

obtenidos. Estos datos demuestran que la composicion quimica del medio de cultivo
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permite que el Promotor stdA inicie la transcripcion del gen reportero, por lo que se puede
inferir que el proceso de transcripcion del operdon std en SE da inicio. Mientras que el
medio de cultivo LB tuvo una expresion de 11.778 unidades de actividad especifica siendo
el segundo mejor medio de cultivo, sin embargo, no llega ni a la mitad de lo obtenido en el
medio WM. Para el medio MOMM la expresion de 8.5475 unidades, fue la menor de todas
y la més variable como demuestra su desviacion estandar de 12.088 unidades, por lo que se
decidi6 eliminar este medio de ensayos subsecuentes. En el caso del medio DMEM se
esperaba que la SEpJM13 presentara una expresion mayor, sin embargo, ésta fue de 8.0418
unidades de actividad especifica con una desviacion estandar de 5.017, por lo que el medio

ya no fue utilizado en los ensayos subsecuentes.

Expresion de la fusidon reportera Promotor
stdA-cat en 4 diferentes medios de cultivo a
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Figura 36. Niveles de expresion de CAT de SEpJM13 crecidas por 6 h en medios MYMM, LB, DMEM
y WM con pH de 7.4 a 37 °C a 100 rpm. Unidades del reportero CAT en medio MOMM (M), LB (L),
DMEM (&%) y WM (M) a 37 °C. Las barras representan la media de tres experimentos con sus respectivas
desviaciones estandar.
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16.13. Ensayos de expresion de CAT a 3 temperaturas de crecimiento 30, 37 y
42 °C en medio LB y WM

Para comprobar si la temperatura de crecimiento, sumada a las diferencias en la
composicion de los medios de cultivo LB y WM, afectaban el encendido de la fusion stdA-
cat se decidi6 probar a la cepa SEpJM13 en los dos medios, creciendo a 30 °C, 37 °C y
42°C. Las diferentes temperaturas fueron elegidas por las siguientes razones: 30 °C fue
utilizada, por la capacidad de SE de sobrevivir y mantenerse viable, mientras se encuentra
adherido a diferentes estructuras inertes, asi como a tejidos vegetales (Lopez-Garrido ef al.,
2015)(Wiedemann et al., 2015); 37 °C ya que es la temperatura de los organismos
mamiferos a los que infecta SE ya sea de forma natural o experimental. Ademas de que es
la temperatura de crecimiento en la cual se han realizado la mayoria de los experimentos en
los que se evaluan la adherencia y las fimbrias (Baumler, Tsolis & Heffron, 1996a,b;
Norris, Kingsley & Biimler, 1998; Velden et al., 1998; Allen-Vercoe & Woodward, 1999;
Edwards, Schifferli & Maloy, 2000; Chessa et al., 2009). Por tltimo 42 °C porque es la
temperatura media de las aves (Blackall & Soriano-Vargas, 2013), otra razoén es que se
encuentra cerca de la temperatura de fiebre que puede sufrir un mamifero en un proceso
infeccioso de hasta casi 40 °C.
En la figura 37 se presentan los resultados obtenidos para cada una de las temperaturas con
el LB y el WM, los valores que se presentan en la grafica son las medias de tres
experimentos y sus respectivas desviaciones estandar(Puente et al., 1996).
De este ensayo se obtuvieron dos conclusiones principales las cuales fueron:

e La temperatura afecta de forma inversa la expresion de la fusion reportera stdA-cat;

como se puede observar en la figura 37 la actividad media especifica obtenida tanto

para el LB, asi como para el WM, en la temperatura mas baja de 30 °C los valores
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mas altos fueron de 17.359 unidades CAT para el LB y 28.027 para el WM con
desviaciones en los valores no mayores a 4. Mientras que en la temperatura de 37
°C las unidades de CAT en medio LB y en medio WM; fueron de 14.344 y 18.874;
con valores de desviacion de 1.021 y 4.395, respectivamente para cada medio. Por
ultimo, a la temperatura de 42 °C los valores obtenidos fueron los menores de todo
el ensayo. Obteniendo unidades de CAT para el LB y para el WM de 9.838 y
16.046; con desviaciones de 1.779 y 2.385, respectivamente.
e La diferencia en la expresion de CAT, entre el medio WM y LB que se observo en
el experimento anterior se mantuvo principalmente para las temperaturas de 30 °C y
42 °C, aunque los valores de las medias en la temperatura de 37 °C no presentan
una separacion mayor, se considerd que los datos son relevantes y que pudieran ser
producto de la degradacion que sufre el medio WM debido al tiempo que
transcurri6 entre su formulacion y hasta que fue utilizado.
Para los experimentos subsecuentes se utilizo la temperatura de 42 °C, que a pesar de haber
presentado una disminucion en la expresion de CAT, mantuvo una diferencia entre los
medios LB y WM que sirvid de base para los ensayos en donde se evaluaron
concentraciones de hierro y de lisina. Pero se hace relevante que en estudios posteriores se
estudien otras condiciones de crecimiento con la temperatura de 30 °C, la que ha

demostrado ser un factor que permite la expresion positiva del gen stdA.
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Figura 37. Niveles de expresion de CAT en medios LBy WM a pH 7.4 a 30 °C, 37 °C y 42 °C. Unidades
del reportero CAT en medio LB ((C]) y en WM (ll) a temperaturas de 30 °C, 37 °C y 42 °C. Las barras
representan la media de tres experimentos con sus respectivas desviaciones estandar.

16.14. Ensayos de expresion de CAT en diferentes concentraciones de FeCls-
6H20 en medio LB y WM a 42 °C

De las diferentes proteinas reguladoras que el programa Bprom de Softberry (Solovyev &
Salamov, 2010; Softberry, 2011) propuso que podian interactuar con el primer promotor de
la prediccion digital, se eligi6 a Fur. Esta proteina estd involucrada en la excrecion y
recuperacion del hierro (Fe) por parte de la bacteria, debido a que se ha reportado que
participa no solo en los procesos dependientes de hierro, si no que a su vez tiene una
funcion regulatoria en una variedad de genes que van desde los que se dedican a la
sobrevivencia de Salmonella al pH acido del estobmago hasta la regulacion de la invasion de
la bacteria a células no fagociticas (Hall & Foster, 1996; Hantke, 2001; Tiss et al., 2005;

Teixido et al., 2011; Moest & Méresse, 2013). En ensayos hechos por Dostal ef al., 2014
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reportaron que las concentraciones intestinales de Fe modifican la invasividad de la
bacteria. Sus resultados indican que a concentraciones mayores de 250 uM de Fe, S.
Typhimurium persiste adherida a las células Caco-2 y HT29/MTX pero que no las invade.
En la figura 38 se presentan los resultados obtenidos para cada una de las concentraciones
de FeCl3-6H>O tanto para el WM como para el LB. Los valores que se presentan en la
grafica son las medias de tres experimentos y sus respectivas desviaciones estandar(Puente
et al., 1996).

La expresion de la fusion ya habia mostrado una diferencia clara entre el medio WM y el
LB a 42 °C aun antes de que se agregara Fe a los medios. Sin embargo, el Fe ocasion6 una
elevacion en la actividad del reportero en el medio WM con valores mayores a 80 unidades
y desviaciones no mayores a 17 unidades en todo el rango de concentraciones usadas, que
al compararlas con el control representan un aumento de mas del 250 % en las unidades de
CAT. De manera interesante, si las medias obtenidas en el WM con FeCl3-6H>O se
comparan con la media del LB control (sin FeCl3-6H>0) el porcentaje de incremento en la
expresion de CAT es de mas del 800 %.

Mas aun, en el LB suplementado con FeCls-6H:O, los valores de las medias no son
mayores de 16 unidades de actividad y las desviaciones presentan valores menores de 5.
Ninguna de las concentraciones de FeCl;-6H20 usadas en el LB presenta una diferencia en
la expresion del gen reportero comparada con el LB control (sin FeCl3-6H20).
Considerando lo anterior se llega a la conclusion de que las concentraciones de hierro, en
un rango de 250 uM y hasta 1000 uM; y la composicion quimica del medio WM permiten
la expresion de CAT por parte de la cepa SEpJM13. Con lo cual se puede inferir que el gen

stdA cromosdmico de S. Enteritidis se estd transcribiendo bajo las condiciones de
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crecimiento establecidas para este experimento. Mientras que en el medio LB no se observa
un cambio en la expresion del gen reportero en ninguna concentracion de FeCl3-6H>O

comparada con el control.

Expresion de la fusidon reportera Promotor
stdA-cat en diferentes concentraciones de
FeCla 42 °C.
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Figura 38. Niveles de expresion de CAT en medios WM (lll) y LB (CJ) a pH 7.4 a 42 °C con diferentes
concentraciones de FeCl:-6H20. Las concentraciones de hierro empleadas se indican en el eje de las X.
Las barras representan la media de tres experimentos con sus respectivas desviaciones estandar

16.15. Ensayos de expresion de CAT en diferentes concentraciones de Lisina
en medio LBy WM a 42 °C

Se utiliz6 clorhidrato de lisina tomando con base al siguiente razonamiento: Jakomin et al.,
2008 describieron el regulador positivo de la transcripcion de std4, nombrandolo como
HdfR. Los autores mencionan que el regulador pertenece a la familia de proteinas
reguladoras de tipo LysR y que muy probablemente su actividad reguladora la realice
directamente modificando la activacion de los reguladores negativos de std4 que son Dam,
SeqA y RosE (Balbontin et al., 2006; Chessa et al., 2008; Jakomin et al., 2008). Entonces,

debido a que algunos de los reguladores de la familia LysR pueden ser dependientes de
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lisina, se decidi6 probar con diferentes concentraciones de lisina en los medios LB y
WM. (Schell, 1993; Maddocks & Oyston, 2008)

En la figura 39 se presentan los resultados obtenidos para cada una de las concentraciones
de lisina tanto para el LB como para el WM. Los valores que se presentan en la grafica son
las medias de tres experimentos y sus respectivas desviaciones estandar (Puente et al.,
1996).

Los resultados obtenidos en los ensayos de expresion de CAT en los medios LB y WM
suplementados con lisina en un rango de concentraciones de 250 pg y hasta 1000 pg no
mostraron cambio alguno comparado con el control, que era medio sin lisina. Ademas de
que la variabilidad en este ensayo fue elevada para el LB. Por lo que se concluye que la
expresion del gen stdA es independiente de la concentracion de lisina para ambos medios

LB y WM para las condiciones estandarizadas en este trabajo; y a la temperatura de 42 °C.

Expresion de la fusion reportera Promotor
stdA-cat en diferentes concentraciones de
Lisina a 42 °C.
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Figura 39. Niveles de expresion de CAT en medios WM (lll) y LB ((C]) a pH 7.4 a 42 °C con diferentes
concentraciones de lisina. La concentracion final de lisina en pg/ml estd indicada para cada par de barras,
en el eje de las X.

Las barras representan la media de tres experimentos con sus respectivas desviaciones estandar.
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17. Discusion

En el presente trabajo se demostr6 la activacion de la region promotora del gen stdA por
medio de una fusion reportera a CAT, para ello se evaluaron diferentes condiciones
ambientales, siendo la dptima el uso del medio de cultivo celular WM a temperatura de 42
°C y en concentraciones crecientes de FeCl3-6H>O en un intervalo de 250-1000 uM, que
ocasion6 un aumento de mas del 800 % en la expresion del reportero comparada con el
medio LB control. Estos resultados se pueden correlacionar con lo reportado por Dostal et
al., 2014 quienes demostraron que el aumento en la concentracion de hierro permitia un
incremento de 8 veces en la adherencia de la bacteria al cultivo celular, pero con una
disminucion de 7 veces en la invasividad. En este trabajo, a partir de los resultados solo se
puede inferir que la transcripcion del gen stdA4 se esta llevando a cabo.

Shippy et al. 2013, demostraron que la fimbria Std de SE es necesaria para la adherencia a
células epiteliales y la mucosa intestinal de las aves, ademds observaron que la mutante
AstdA es ineficiente en la invasion de células T84 de epitelio intestinal. Este efecto en la
invasion no fue estudiado mas a fondo en el reporte y se sugirid6 que era debido a la
eliminacion de std4 del cromosoma de la bacteria.

En los ensayos de mapeo del inicio de transcripcion del gen std4 que reporta Jakomin et
al., 2008 se ofrece la secuencia de la region promotora, que al compararla con la secuencia
reportada de std4 en SE 125109 mediante un alineamiento in silico , éste queda a unas
cuantas pares de bases del codon de inicio del gen stdA4, por lo que nos preguntamos; si la
eliminacion de stdA en el ensayo de Shippy ef al. 2013 mantuvo apagados los demas genes
que forman parte del operon en el cromosoma de SE fagotipo 8 o si €stos se transcribieron,

con lo cual la invasividad podria verse afectada por la expresion de los genes stdE y stdF,
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los cuales regulan negativamente al mensajero de hilD (Lopez-Garrido & Casadesus,
2012); lo que pudo dar origen a la disminucion en la capacidad de invasion de células no
fagociticas.

La sintesis de la fimbria Std fue reportada por Chessa et al., 2008, ST solo sintetizo la
fimbria mutando genes de regulacién general como son dam y seqA ademas de rosE, los
cuales regulan negativamente el operdn Std (Balbontin et al., 2006; Chessa et al., 2008).
Con la eliminacién de estos tres reguladores se logrd expresar la fimbria Std en condiciones
de laboratorio en las que normalmente no se habia reportado que la fimbria se expresa. En
este trabajo se evaluaron las condiciones ambientales de crecimiento de SE 49214 en las
que la region arriba corriente de stdA permitiera inferir la transcripcion del gen. Las
concentraciones de FeCl3-6H>O en un intervalo de 250-1000 uM y el uso del medio
Waymouth demostraron que el reportero CAT se logrod expresar, estos datos sirven como
punto de partida para investigar otras condiciones que permitan la expresion del gen stdA
en Salmonella Enteritidis, sin tener que deletar genes de regulacion general en la bacteria.
En el presente trabajo, los ensayos de expresion de CAT en los que se compararon los
medios MOMM, LB, DMEM y WM, los dos medios que mostraron mejores resultados
fueron el LB y WM. Como muestran los resultados de la actividad especifica de CAT en
LB, siempre los valores de la media estuvieron 200 % por debajo de los resultados
obtenidos en el medio WM. Estos valores pueden deberse a la composicion de los dos
medios, aunque se considera que el medio LB es un medio enriquecido, se ha reportado que
su mayor aporte de moléculas para ser metabolizadas por la bacteria son los aminoacidos en
forma de péptidos de diferentes longitudes, pocos aminoacidos simples y una cantidad

pobre de carbohidratos. (Thomas, 2015) Esto nos indica que la bacteria solo puede realizar
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un metabolismo basado en carbohidratos por cierto tiempo, mientras los nutrimentos estén
disponibles, pero al ya no tener disponible esa fuente de carbono, la bacteria cambia su
metabolismo y comienza a usar los péptidos y los aminoicidos como donadores de
esqueletos carbonados para la produccion de energia. Sezonov, Joseleau-Petit y D’Ari,
2007 demostraron que en el medio LB, Escherichia coli solo tiene disponibles los
carbohidratos en el medio hasta que alcanza un valor de absorbancia de 0.300 a una
DOsoonm o en la etapa temprana de la fase logaritmica; después de eso el microorganismo
tiene que variar su metabolismo y basarlo en el uso de aminodacidos lo cual no permite que
la bacteria crezca por encima de un valor de absorbancia de 7 a una DOgoonm. A diferencia
del medio LB, el medio WM posee una cantidad de glucosa de 5 g/L, que permite que la
bacteria tenga disponible por mas tiempo al carbohidrato en su curva de crecimiento. No
existe literatura que reporte la utilizacion del WM para el crecimiento de SE por lo que este
estudio es un primer acercamiento.

Es interesante considerar que tanto el medio LB y el medio WM contienen cantidades de Fe
desconocidas. A pesar de que en la formula del medio WM no se reporta ningiin compuesto
férrico, no se descarta la presencia de trazas en el medio de cultivo. Por lo anterior, una de
las modificaciones que podrian realizarse a futuro de este trabajo, seria la eliminacion del
hierro del medio, empleando reactivos quelantes, con lo cual se podria tener una base cero
en hierro para poder hacer los crecimientos en gradientes crecientes de Fe como lo reporto
Dostal et al., 2014.

En este estudio se trabajo con Sal/monella Enteritidis 49214, la cual se transformé con el
plasmido pJM13, a diferencia de los trabajos de Chessa et al., en los que se utiliz6 una cepa
de Salmonella Typhimurium con baja virulencia. La cepa SEpJMI13 no posee

modificaciones cromosdémicas en cuanto a sus reguladores Dam, SeqA y RosE, por el
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contrario, estos reguladores negativos de la expresion de Std deben estar presentes y ser
funcionales en la bacteria. Aun bajo estas condiciones logramos la activacion de la fusion
stdA-cat, con lo que se puede inferir que la transcripcion del gen stdA da inicio. Este trabajo
abre la puerta a que se realicen ensayos de RT-PCR cuantitativo para monitorear al
transcrito mensajero del gen stdA, asi como ensayos de inmunodeteccién con los cuales se
demuestre la expresion de la proteina StdA.

De acuerdo a las observaciones de Jakomin ef al., 2008 la proteina HdfR puede funcionar
como regulador positivo de la expresion del operon fimbrial stdABCDEF. Este regulador
pertenece a la familia de los LTTR’s, representados por mas de 40 tipos diferentes de
proteinas, que tienen unos 20 diferentes compuestos conocidos que pueden funcionar como
inductores, como por ejemplo: el cis-cis muconato, el salicilato, el p-toluenosulfonato y el
pentaclorofenol o el triclorofenol (Schell, 1993; F.Wendisch, 2007; Maddocks & Oyston,
2008; Fernandez-Lopez et al., 2015). Se propone que para estudios subsecuentes con la
cepa SEpJM13 se estudie el efecto de dichos inductores al suplementarlos al medio WM y
medir la expresion de CAT.

Se comprobd que la expresion del promotor del operon Std es independiente de la
concentracion de lisina que se probd en este ensayo, sin embargo se debe de tomar en
cuenta que en la formula del medio WM ya existe una cantidad considerable de lisina de
1311 uM, que sumada a las concentraciones agregadas de 250-1000 uM ocasiona que el
medio tenga una concentracion final por arriba de los 2 mM. Por ello no se puede descartar
que el exceso de este aminoacido en el medio provocara un efecto de saturacion en la
bacteria. Por lo anterior, el uso de algin medio de cultivo carente de lisina podria ser un

buen candidato para comprobar si la saturacion del medio fue la responsable de que no
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existieran cambios en la expresion de CAT entre los medios suplementados con lisina y los
medios controles sin lisina. Aunque cabe la posibilidad de que la lisina no sea el inductor
buscado.

No se encontrd en la literatura que fue consultada, un reporte del uso del medio WM para
crecimiento bacteriano o en el que se describa su utilizacion para la activacion de la region
promotora de stdA. Este trabajo es el primero en reportar este tipo de efecto positivo en la
transcripcion del operdn stdABCDEF. Por lo anterior se propone un estudio a fondo sobre
que componentes del medio, aunado a las condiciones de crecimiento ya descritas y a las
concentraciones de hierro empleadas, permitirian disefiar un medio de cultivo especifico
para la expresion de Std.

También se observo que a la temperatura de 30 °C la expresion del promotor en los medios
base LB y WM fue mayor que en las temperaturas de 37 °C y 42 °C. Este fendmeno no fue
estudiado a detalle ya que las temperaturas de los hospedadores mamiferos y las aves son
de 37 y 42 °C respectivamente, se ha reportado que la capacidad de invasion de ST es
dependiente de la temperatura ya que los reguladores de la SPI I disminuyen su actividad a
42 °C por lo que la temperatura de las aves inhibe de forma innata la capacidad de
invasividad de la bacteria (Troxell ef al., 2015). Aunque no se descarta la posibilidad de
realizar estudios a futuro, en los que se utilice como base la temperatura de 30 °C y en
gradientes decrecientes, ya que estas temperaturas son mas cercanas a las que se enfrenta la
bacteria en el medio externo, en donde la adherencia y la formacién de biopeliculas son
importantes para la sobreviviencia ante las condiciones adversas del medio ambiente fuera
del hospedero (Groisman & Mouslim, 2006; Lopez-Garrido et al., 2015); con estos
antecedentes, estudios posteriores podran emplear el medio WM, las concentraciones de

FeCl3-6H,O que se estandarizaron en este trabajo y proceder a evaluar algunos otros
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inductores conocidos para determinar si ejercen algun efecto sobre el regulador positivo

HdfR.
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18. Conclusiones

I

II

II

vV

VI

Se realizo6 el analisis virtual de la region promotora del gen stdA4, que sirvié como
referencia para el disefio de los experimentos y la decision de usar concentraciones
de Fe como inductor de la expresion de la fimbria.

Se gener6 una fusion reportera de stdA-cat y se corrobord su secuencia en el
plasmido pJM13.

Se demostrd que el uso del medio Waymouth activa la expresion de CAT en la cepa
SEpJM13, por lo que se puede inferir la transcripcion del gen std4 a nivel
Cromosomico.

Se demostrd que la expresion de CAT en WM a temperatura de 30 °C y a 42 °C es
mayor que en LB.

Se demostrd que el uso de FeCl3-6H>O en medio WM a concentraciones de 250
uM y hasta 1000 uM aumenta la expresion de la fusion reportera por parte de la
cepa SEpJM13 (sin existir diferencias claras en este rango de concentraciones)
comparadas con el medio WM control.

Se probaron diferentes concentraciones de lisina tanto en LB como en WM, pero

la expresion del reportero CAT no muestra una diferencia con los medios controles.
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19. Prospectiva

I

II

II

vV

VI

VIl

Corroborar la expresion de stdA en la cepa SEpJMI13 utilizando las técnicas de
gPCR, inmunodeteccion de la proteina o purificacion de la fimbria.

Utilizar los inductores reportados en la literatura para los LTTRs y probar su efecto
sobre la expresion del gen stdA.

Determinar experimentalmente el sitio de inicio de la transcripcion de stdA4 bajo las
condiciones empleadas y definir si corresponden a los identificados en el programa
Bprom.

Buscar otros reguladores implicados en la expresion de la fimbria Std.

Determinar la capacidad de adherencia de la cepa SEpJM13 en células LMH-1.
Analizar el transcriptoma de la cepa SEpJM13 en las condiciones descritas en este
trabajo para tener un mejor entendimiento de los cambios globales que ocurren en la
bacteria.

Demostrar si solo la sobreexpresion de la fimbria Std disminuye la invasividad de
SE 49214, mediante la recombinacion de un promotor inducible en el cromosoma

de la bacteria.
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21. Anexo de medios de cultivo

e Medio minimo M9 (M9MM)

Solucion concentrada de sales M9

Fosfato de sodio monobasico NaxHPO4-H>O 10.167 g
J.T. Baker®

Fosfato de potasio dibasico KH>2PO4 45¢
J.T. Baker®

Cloruro de sodio NaCl I5¢g
J.T. Baker®

Cloruro de amonio NH4Cl 15¢g
J.T. Baker®

Disolver todos los componentes en agua bidestilada y aforar a 300 ml. Esterilizar en

autoclave por 15°, 15 Ib y 120 °C. Guardar en refrigeracion hasta su uso.

Medio minimo M 9

Agua bidestilada 158.78 ml
Solucidn concentrada de sales M9 40 ml
Dextrosa 0.4 % 0.8 ml
BD Bioxon®

Sulfato de magnesio 2 mM 0.4 ml
Merck®

Cloruro de calcio 0.1mM 0.02 ml
Merck®

Mezclar los componentes en un frasco estéril, mientras se mantiene un ambiente aséptico.

Guardar en refrigeracion hasta su uso

e C(Caldo Luria-Bertani (LB)

Caldo Luria-Bertani

Cloruro de Sodio NaCl 10g
J.T. Baker®

Caseina pancreatia digerida 10g
MCD-LAB®
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Extracto de levadura S5¢g
BD Difco®
Agua bidestilada 975 ml

Disolver todos los componentes y ajustar el pH a 7.4 con hidroxido de sodio. Esterilizar por

autoclave durante por 15°, 15 1b y 120 °C. Mantener en refrigeracion hasta su uso.

e AgarlLB

Agar Luria-Bertani
Cloruro de Sodio NaCl 10g
J.T. Baker®
Caseina pancreatia digerida 10g
MCD-LAB®
Extracto de levadura 5¢
BD Difco®
Agar bacteriologico 10g
MCD-LAB®
Agua bidestilada 965 ml

Disolver todos los componentes y ajustar el pH a 7.4 con hidroxido de sodio. Esterilizar por

autoclave durante por 15°, 15 1b y 120 °C. Mantener en refrigeracion hasta su uso.

e Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) — alto en glucosa Gibco®
Disolver un sobre del polvo que se proporciona en agua MQ y ajustar el pH a 7.4 con
bicarbonato de sodio. Esterilizar por filtracion en membrana de 0.22 pum. Mantener en

refrigeracion hasta su uso.

e  Medio Waymouth MB752/1 (WM) Sigma-Aldrich®
Disolver el polvo que se proporciona en el frasco en agua MQ y ajustar el pH a 7.4 con

bicarbonato de sodio. Esterilizar por filtracion en membrana de 0.22 pum. Mantener en

103



refrigeracion hasta su uso.

e Medio SOB

Medio SOB
Cloruro de Sodio 20¢g
J.T. Baker®
Caseina pancreatica digerida 5¢g
MCD-LAB®
Extracto de levadura 05¢g
BD Difco®
Agua bidestilada 975 ml

Al disolver los componentes adicionar 10 ml de cloruro de potasio (KCl para una
concentracion final de 25mM) y aforar a 1 L. Esterilizar por 15°, 15’ Ib a 120 °C. Antes de

utilizarse agregar 5 ml cloruro de magnesio (MgCl> a una concentracion de 2 M).

e  Medio SOC
Aun 1 L de medio SOB se le afiaden 20 ml dextrosa (1 M) quedando a una concentracion
final de 20 mM. 1 ml del medio SOC se distribuye en viales de 1.5 ml y se refrigeran hasta

Su uso.

22. Anexo de soluciones

e Solucion TAE 50 X

TAE 50 X
Tris Base 242 ¢
Sigma-Aldrich®
Acido Etilen Diamino Tetraacetico-EDTA pH 8 0.5 M 200 ml
Bio Basic Canda Inc.®
Acido acético glacial 57.1 ml
Reproquifin®
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Mezclar el Tris base con 500 ml de agua destilada y afiadir el EDTA. Ya que todo el tris
este disuelto afiadir el 4cido acético glacial y mezclar muy bien. Aforara 1 L.

e Agarosa al 1 % para electroforesis

Disolver 1 g de agarosa ultra pura Invitrogen® calentar en microondas hasta disolver por
completo.

e Soluciones para lisis alcalina

0 Solucion I

Solucion |
Dextrosa 50 mM
BD Bioxon®
Tris-HCI pH 8 25 mM
EDTA .5 M pH 8 10 mM

(Bio Basic Canda Inc.®

0 Solucion II

Solucion 11

NaOH 10 N 0.2 N
J.T. Baker®

SDS 10 % 1%
IBI®

Preparar al momento de utilizarse.

0 Solucion III

Solucion 111

Acetato de Potasio SM 60 ml
J.T. Baker®

Acido acético glacial 11.5 ml
Reproquifin®

Agua bidestilada 28.5 ml
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e Soluciones para extraccion de ADN

O Solucion de lisis

Solucion de lisis

Tiocianato de Guanidina
Sigma-Aldrich®
Acido Etilen Diamino Tetraacetico-EDTA 0.5 M pH 8
Bio Basic Canda Inc.®
N-Lauril sarcocinato de sodio
Sigma-Aldrich®

5SM

0.1M

0.16 %

O Acetato de Amonio

Acetato de amonio 7.4 M J.T. Baker®
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