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1 RESUMEN

Las bacterias del género Salmonella infectan una variedad de hospederos, desde aves hasta
mamiferos y son importantes patégenos para el ser humano. Los principales factores de
virulencia de Salmonella se encuentran localizados en las islas de patogenicidad (SPIs),
donde las mas estudiadas son las islas de patogenicidad 1 y 2. Ademas de ambas islas de
patogenicidad, los sistemas toxina-antitoxina (TA) han sido descritos como factores de
virulencia importantes en bacterias patogénicas. Las toxinas de estos sistemas tienen diversas
actividades, desde RNasas hasta inhibidores de ADN girasa, siendo su efecto en la célula
principalmente bacteriostatico. Debido a la efectividad limitada de los medicamentos actuales y
al aumento de la tolerancia y la resistencia a multiples farmacos, existe una necesidad
creciente de nuevos agentes antimicrobianos, la investigacion de los sistemas TA puede
proporcionar estrategias antimicrobianas alternativas. Salmonella enterica serotipo
Typhimurium (S. Typhimurium), es el serotipo de Salmonella mas estudiado y se utiliza como
modelo de estudio de regulacion genética y de infeccion usando el ratbn como modelo animal.
Uno de estos, el sistema SehAB, fue requerido para la virulencia de S. Typhimurium,
especificamente en la replicacion de esta bacteria en ganglios linfaticos mesentéricos. A nivel
de expresidn genética, se sabe que la antitoxina SehB, reprime su expresion a nivel

transcripcional uniéndose a su propio promotor.

Lon es una proteasa dependiente de ATP la cual estd involucrada en la degradacion de
proteinas naturalmente inestables involucradas en una gran variedad de procesos biolégicos,
también desempefia un papel importante en el control de calidad de las proteinas, se ha
descrito a Lon como una proteasa de estrés debido a que puede ser inducida en respuesta a
condiciones desfavorables. Interesantemente, se ha descrito que la proteasa Lon degrada
especificamente a las antitoxinas, sin embargo, no se ha descrito si esta proteasa esta

involucrada en la regulacién de la expresion del sistema SehAB.

Este trabajo se enfocd en el papel de la proteasa Lon en la expresion transcripcional del

sistema sehAB que codifica para el sistema toxina-antitoxina tipo Il SehAB en S. Typhimurium.
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Las bacterias silvestre y mutante Alon se crecieron en medio LB en fase logaritmica y
estacionaria, las cuales son condiciones de induccion de SPI-1 y SPI-2, respectivamente.
Ademas, se utiliz6 el medio minimo que mimetiza las condiciones intracelulares, el cual
favorece la expresion de los genes de SPI-2 y reprime los genes de SPI-1. Nuestros
resultados mostraron que la ausencia de la proteasa Lon disminuyo la expresion del operén
sehAB en las condiciones de crecimiento evaluadas, indicando que Lon juega un papel
importante en la expresion del sistema sehAB en condiciones de estrés.

2 INTRODUCCION

2.1 Enterobacterias

Las enterobacterias son microorganismos ubicuos y que se encuentran en el suelo, el agua, la
vegetacion y formando parte de la flora intestinal normal de casi todos los animales incluido el
ser humano. Compuesta por bacterias anaerobias facultativas (Winfield y Groisman, 2003),
Gram negativas de 1.0 a 60 um, algunas poseen movilidad por flagelos peritricos muchas de
ellas forman cépsula, la mayoria produce fimbrias y pilis, ninguna fabrica esporas,
fermentadoras de glucosa de donde obtienen acido pirivico como producto final y muchas de
ellas también producen gas. Todas son oxidasas negativas, varias de ellas reducen los
nitratos a nitritos y son catalasa positiva (Romero, 2007; Puerta y Mateos, 2010).

Su estructura celular se caracteriza por una estructura multilaminar Figural.
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Figura 1. Modelo tridimensional de la cubierta o envoltura celular de una bacteria gram negativa. Tomado de
Montoya, 2008.

La membrana interna (o citoplasmatica) consiste en una doble capa de fosfolipidos que regula
el paso de nutrientes, metabolitos y macromoléculas. La capa siguiente consiste en un
péptidoglucano delgado junto con un espacio periplasmatico que contiene una elevada
concentracion de proteinas. La membrana externa compleja consiste en otra doble capa de
fosfolipidos que incluyen lipopolisacéarido (LPS) (en la parte mas externa, son un importante
factor de virulencia de estas bacterias), lipoproteinas (que estan fijadas al péptidoglucano)
proteinas multiméricas (que facilitan el paso de diversas sustancias incluidos los antibiéticos) y
proteinas de la membrana externa. Entre estas proteinas hay algunos organelos complejos
que irradian hacia el exterior: los flagelos, estructuras que se utilizan para la locomocion y que
provienen de una estructura basal localizada en la membrana interna; las fimbrias que son
apéndices pilosos mas cortos, rectos y delgados, oscilan entre 2 a 4 nm de diametro, estan
compuestos de una proteina llamada pilina y tienen una importante funcion como adhesina; y
los pilis sexuales, estructuras presentes en las bacterias que contienen plasmidos conjugativos

y que las bacterias utilizan para mediar la transferencia conjugativa de ADN del plasmido.
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En la figura 2, se puede observar la estructura general de las enterobacterias en la cual
podemos ubicar: el flagelo, la pared celular, la membrana citoplasmatica, los pilis, asi como
otros componentes fundamentales de la familia Enterobactericeae (Tortora et al., 2007; Puerta
y Mateos, 2010).

Citoplasma

Flagelo
bacteriano

Ribosomas  ADN

Capsula

Membrana  pared celular
plasmatica

Figura 2. Morfologia bacteriana de la familia Enterobactericeae. Tomado de Puerta y Mateos, 2010.

Desde el primer aislamiento de Salmonella comunicado en 1884 por Gafky (Bacterium
Typhosum) y en 1886 por Salmon y Smith (Salmonella choleraesuis) el desarrollo de la
nomenclatura del género Salmonella ha sido muy complejo. Las Salmonellas son las
enterobacterias mas complejas, con mas de 2500 serotipos descritos en el esquema actual de
Kauffmann- White. Antes del 1° de julio de 1983, se utilizaban 3 especies de Salmonella para
identificar a este género bacteriano: S. choleraesuis, S. typhi y S. enteritidis, donde la mayoria
de los serotipos identificados pertenecian a esta ultima especie (Koneman, 2008).
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En la actualidad todas las especies y subgrupos de Salmonella y Arizona se consideran de la
misma especie, pero pueden separarse en siete taxones que representan seis subgrupos. La
Unica excepcion es S. bongori, antes conocido como subgénero V, el cual por la hibridacion de
ADN-ADN es una especie distinta. Por lo tanto, existen dos especies y seis subespecies de S.

enterica en el sistema actual utilizado por los CDC (Koneman, 2008).

2.2 El género Salmonella

El género Salmonella contiene dos especies: enterica y bongori. S. enterica se divide a su vez
en seis subespecies: enterica (l), salamae (ll), arizonae (llla), diarizonae (lllb), houtenae (IV) e
indica (V) (Tindall et al., 2005; Grimont y Weill, 2007). La especie S. enterica engloba mas de
2,500 serotipos clasificados en base a sus antigenos y flagelo (Grimont y Weill, 2007). La
subespecie | de S. enterica contiene mas de 1,500 serotipos. La otra especie del género
Salmonella, S. bongori, se considera el representante no patégeno del género (Fookes et al.,
2011). La serotipificacion de Salmonella, se basa en tres antigenos principales: somaticos (O),
flagelares (H) y la capsula Vi (Vi), donde los antigenos son sustancias de naturaleza quimica
compleja, que una vez en el organismo estimulan una respuesta del sistema inmunolégico
(Freifelder, 1981). Los antigenos sométicos (O) son lipopolisacaridos componentes de la
membrana celular externa y se han identificado aproximadamente 60 antigenos diferentes.
Los antigenos flagelares (H) son proteinas localizados en el flagelo mévil. El antigeno de la
capsula (Vi) es un polisacéarido termolabil localizado en la capsula, se encuentra en el serotipo
Typhi y en algunas cepas del serotipo Paratyphi. La nomenclatura actual de los serotipos de
Salmonella establece que se escriba el género (en cursiva) seguido del serotipo, por ejemplo,
Salmonella enterica serotipo Typhimurium debera escribirse Salmonella Typhimurium o S.

Typhimurium (Romero, 2007).
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2.3 Identificacion de Salmonella

Salmonella fue nombrada en honor al microbiélogo estadounidense, D.E. Salmon. Desde el
punto de vista bioquimico, en general son a la vez lactosa y sacarosa negativas, fermentan

glucosa con produccién de acido y gas (excepto S. Typhi).

También fermentan L-arabinosa, maltosa, D-manitol, D-manosa, L-ramnosa, D-sorbitol,
trehalosa, D-xilosa y D-dulcitol. Las bacterias del género Salmonella son oxidasas negativas,
catalasas positivo, indol y Voges-Proskauer (VP) negativo, rojo de metilo y citrato de Simmons
positivo, urea negativa y producen sulfuro de hidrégeno (Terragno et al., 2003).

Dentro del complejo mundo de las enterobacterias, la prueba de H2S es un indicador clave

para poder identificar al género Salmonella.

El principio se basa en determinar si se ha liberado enzimaticamente &cido sulfhidrico (H2S)
gaseoso a partir de los aminoacidos azufrados para producir una reaccion coloreada visible,

negra, en presencia de un sistema indicador H2S (Maccfaddin, 2003).

La protedlisis de las proteinas produce aminoacidos individuales, ciertas bacterias
heterotroficas pueden liberar enzimaticamente el azufre de los dos aminoacidos azufrados (—
SH), produciendo H2S gaseoso. Peptona, cisteina, metionina y tiosulfato son fuentes de
azufre, pero diferentes especies usan distintos compuestos o aminoacidos azufrados para
producir H2S. Las enzimas responsables de esta actividad son la cisteina desulfhidrasa, antes

denominada cisteinasa y la tiosulfato reductasa (Maccfaddin, 2003).

Por consiguiente, el H2S gaseoso puede ser producido por la reduccion de una fuente de
azufre inorganica como el tiosulfato (-S20s3) o por la reducciéon del azufre organico
proporcionado por el grupo funcional R1- SH del aminoacido cisteina que esta presente en la
peptona (Maccfaddin, 2003).
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2.4 Patologiay manifestaciones clinicas

El género Salmonella son organismos que permanecen viables bajo diferentes condiciones
ambientales. Sobreviven a la refrigeracion, algunas veces a la congelacién en ovoproductos
no pasteurizados (Pascual, 2015) y permanecen viables por varias horas en las manos
contaminadas de humanos. Pueden resistir al calentamiento y permanecer viables cuando los
alimentos contaminados son cocinados menos de 12 min a temperaturas menores a 56.5 °C

(Romero y Herrera, 2002).

Las bacterias del género Salmonella estdn bien adaptadas para proliferar tanto en seres
humanos como en animales. Todas las infecciones por Salmonella comienzan con la ingesta
de la bacteria en agua o alimentos contaminados. La dosis infectante varia de 10° a 10°
unidades formadoras de colonias (UFC) (Castafieda et al., 2013). Los serotipos S. Typhiy S.

Paratyphi proliferan de manera exclusiva en los humanos.

El resto de los serotipos denominados Salmonella no tifoidea o NTS, colonizan el aparato
digestivo de varias especies de mamiferos, reptiles, aves e insectos (Longo y Fauci, 2013) y
estdn compuestos por patdgenos que causan enfermedad en animales endotermos, entre los
cuales se incluye el ser humano (Grimont y Weill, 2007; Baumler et al., 2011). El cuadro 1
muestra los serotipos asociados a salmonelosis tifoidea y no tifoidea:

Cuadro 1. Enfermedades y sintomas causados por salmonelosis

Serotipos de S. Hospedero Enfermedades y sintomas.
enterica.

Tifoideo

Typhi y Paratyphi Restringido a humanos Fiebre entérica, dolor

abdominal, diarrea transitoria,
salpullido maculopapular
color salmén en el torso.

No tifoideo
Typhimurium Amplio rango. Gastroenteritis: dolor
Enteriditis abdominal, vomito y diarrea

inflamatoria.
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Existen cuatro diferentes formas de infeccion por Salmonella: gastroenteritis, septicemia, fiebre

entérica y colonizacién asintomatica.

2.4.1 Gastroenteritis

Los sintomas suelen aparecer entre las 6 y las 48 h siguientes de la ingestibn de agua o
alimentos contaminados con una sintomatologia de nauseas, vomito y diarrea no
sanguinolenta son también frecuentes la fiebre y los espasmos abdominales (Murray et al.,
2013).

2.4.2 Septicemia

Todas las especies de Salmonella pueden dar origen a bacteriemia, aunque las infecciones
por S. Typhi y S. Paratyphi son las que con mayor frecuencia la producen. El riesgo es mas
alto en pacientes pediatricos, geriatricos e inmunodeprimidos (Murray et al.,, 2013). La
bacteriemia de baja densidad evoluciona a menudo de manera asintomatica en cambio la
bacteriemia de alta densidad se presenta con signos de infeccion sistémica y genera nauseas,
dolor abdominal, escalofrios, vomito y diarrea (Archundia, 2014).

2.4.3 Fiebre entérica

S. Typhi produce una enfermedad febril conocida como fiebre tifoidea. Una forma leve de esta
enfermedad, la fiebre paratifoidea, se produce por S. Paratyphi. Los pacientes presentan fiebre
gue va aumentando progresivamente con sintomas inespecificos como cefalea, mialgia

malestar general y anorexia (Murray et al., 2013).

2.4.4 Colonizacidn asintomatica

Las especies de Salmonella responsables de producir la fiebre tifoidea y paratifoidea se
mantienen por la colonizacion del ser humano. La colonizacion crénica durante mas de un afo
después de una enfermedad sintoméatica se produce en el 1.5% de los pacientes y la vesicula

biliar es el reservorio de ellos (Murray et al., 2013).
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En pacientes inmunocompetentes, los serotipos causantes de NTS dan lugar a diarrea
(generalmente limitante y no invasiva) acompafiada de dolor abdominal, nauseas y vomitos,
gue rara vez suponen un grave riesgo para la salud, por lo que no se suele prescribir el
tratamiento con antibiéticos (Coburn et al., 2007). Unicamente en un porcentaje inferior al
cinco por ciento de los pacientes, la infeccion por NTS traspasa el tracto digestivo y da lugar a
bacteriemia. Un fendmeno afiadido es la colonizacion asintomética del individuo una vez

superada la enfermedad, hecho que facilita la dispersion del patégeno (Crawford et al., 2010).

2.5 Patogénesis de Salmonella

El tiempo de incubacibn de Salmonella transcurre entre 6-72 h dependiendo de la
susceptibilidad del hospedador y el nimero de bacterias ingeridas. En su camino hacia el
intestino S. Typhimurium se enfrenta al pH &cido del estbmago activando respuestas que
aseguran el mantenimiento de un pH fisiolégico en su interior (Foster y Hall, 1991). En el
intestino delgado, S. Typhimurium atraviesa la mucosa que separa el lumen del epitelio
intestinal y contacta con los enterocitos (Figura 3). Aunque S. Typhimurium infecta
activamente enterocitos, la penetracion de la barrera intestinal se produce principalmente por
las células M, células epiteliales con microvellosidades muy pequefias (Romero y Herrera,
2002), localizadas en las placas de Peyer (Jones et al.,, 1994). En su interaccion con esta
célula diana, S. Typhimurium inyecta, a través de sistemas de secrecion tipo Il (Galan y
Collmer, 1999), diversos efectores que dan lugar a la reestructuracion del citoesqueleto
celular, y al incremento de la movilidad de la membrana citoplasmatica (McGhie et al., 2009).
Este proceso provoca la internalizacion de la bacteria en una vacuola especializada
denominada “Salmonella containing vacuole” o SCV (Garcia-del Portillo y Finlay, 1994). En el
interior de las células M o enterocitos, la bacteria englobada en la SCV se desplaza hasta la

membrana basolateral.
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Una vez finalizado este fendmeno de transcitosis, S. Typhimurium es fagocitada por células
del sistema inmune como macréfagos o células dendriticas. S. Typhimurium podria utilizar los
macrofagos a manera de vehiculo para su propagacion a través de la sangre hasta érganos

diana como el bazo y el higado, en los que prolifera activamente (Vazquez-Torres et al., 2000).

Tras la invasion de la célula eucariota, la SCV se integra en la ruta fagocitica destinada a la
fusion con lisosomas contenedores de enzimas capaces de eliminar a la bacteria. S.
Typhimurium interrumpe parcialmente esta fusion mediante la translocacion de diversas
proteinas efectoras en el hospedador (Garcia-del Portillo y Finlay, 1995; Steele-Mortimer,
2008; Figueira y Holden, 2012). Desde la SCV, S. Typhimurium induce la formacion de una red
de filamentos de actina, que engloban y ayudan al mantenimiento estructural de esta vacuola
(Meresse et al.,, 2001). La SCV migra posteriormente a una localizacidn perinuclear en
estrecho contacto con el aparato de Golgi, para regular el trafico vesicular y asegurarse el
aporte de nutrientes y membranas que necesita (Salcedo y Holden, 2003). En células
epiteliales, S. Typhimurium induce ademas la formacién de largos filamentos denominados
SIFs (del inglés Salmonella-Induced Filaments) que parten desde la SCV y se extienden a lo
largo de la célula (Garcia-del Portillo et al., 1993a). La funcion de estas complejas estructuras,
ricas en glicoproteinas de membrana lisosomales, podria estar relacionada también con la

captacion de nutrientes (Garcia-del Portillo et al., 1993b).
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Figura 3. Modelo de invasion del epitelio intestinal por S. Typhimurium. 1. La bacteria se adhiere al epitelio
intestinal empleando moléculas de superficie como las adhesinas. 2. Tras la inyeccion de factores de virulencia
por sistemas de secrecion tipo Ill, S. Typhimurium altera la dinamica del citoesqueleto de la célula eucariota
(especialmente el de actina), para promover la internalizacion de la bacteria. 3. En una ruta alternativa, la bacteria
puede ser captada directamente en el lumen por las células dendriticas residentes en la submucosa. 4. Tras su
internalizaciéon S. Typhimurium se localiza en una vacuola (SCV). 5. La SCV se desplaza hacia la membrana
basolateral, donde puede liberar las bacterias que contiene hacia la submucosa. 6. Finalmente, las bacterias
liberadas a la submucosa son captadas por células fagociticas. Modificado de Sansonetti, 2002.
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2.6 Tratamiento, medidas preventivas y profilaxis

Los antibidticos utilizados para el tratamiento de la fiebre tifoidea han sido: cloranfenicol,
ampicilina, cotrimoxazol, quinolonas y cefalosporinas de tercera generacion, aunque se han

descrito cepas resistentes al cloranfenicol, la ampicilina y el cotrimoxazol (Jurado et al., 2010).

Las precauciones para evitar la salmonelosis estan basadas en medidas sociosanitarias, con
buen control de las aguas residuales, sistemas de abastecimiento de aguas y manipulacion de
alimentos. Extremar la higiene personal teniendo especial cuidado con el lavado de manos. En
caso de viaje a las zonas endémicas o0 en situaciones de catastrofes se recomienda la
inmunizacion, ya que se dispone de dos tipos de vacunas que aseguran una proteccion eficaz
durante dos afos. La vacuna parenteral esta elaborada con antigeno Vi. La vacuna oral con
una mutante atenuada, no estando por tanto indicada en casos de inmunodeficiencia, por
ejemplo, personas infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), o mujeres

embarazadas (Jurado et al., 2010).

2.7 Factores de virulenciade S. Typhimurium

S. Typhimurium utiliza distintos mecanismos para invadir las células diana, captar nutrientes y
suprimir la respuesta inmune. Los principales factores de virulencia de S. Typhimurium estan
codificados en islas de patogenicidad (Salmonella-Pathogenicity Islands o SPIs), y en el
plasmido de virulencia pSLT (Fabrega y Villa, 2013). Otros factores de virulencia de
S. Typhimurium estan codificados en otras regiones del cromosoma, estando relacionados con
la quimiotaxis, la adhesién a la célula diana y la formacién de estructuras como las fimbrias y
flagelos (Fabrega y Villa, 2013).

2.7.1 Plasmido de virulencia

Determinados serotipos de la subespecie de S. enterica, poseen plasmidos de 50-90 Kb

(dependiendo del serotipo) que codifican factores de virulencia. Aunque varian en tamafio,
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todos ellos poseen una region comun bien conservada de 8 Kb en la que se encuentra el

operdén spvRABCD (Rotger y Casadesus, 1999).

spvR codifica un regulador de la transcripcion, mientras que spvB y spvC codifican las dos
Unicas proteinas efectoras descritas en este plasmido. SpvB interviene en la reorganizacion
del citoesqueleto de actina que promueve la formacion de los SIFs y la estabilizacion de la
SCV (Lesnick et al., 2001). SpvC atenua el proceso inflamatorio gracias a la inhibicion de rutas
celulares que disparan la produccion de citocinas proinflamatorias (Mazurkiewicz et al., 2008;
Haneda et al., 2012).

Estos plasmidos especificos de cada serotipo contienen ademas los genes pef, que codifican
para proteinas implicadas en la formacién de fimbrias. Estas estructuras son importantes para
la adhesion de la bacteria a las células eucariotas (Baumler et al., 1996) y la formacion de
biopeliculas (Ledeboer et al., 2006), las cuales son comunidades bacterianas importantes en
la colonizacion y persistencia tanto en superficies abidticas como biéticas (Gonzalez-Escobedo
y Gunn, 2013). Ademas de estos plasmidos de virulencia, se han identificado plasmidos que
contienen genes, los cuales codifican para resistencia a antibiéticos (Herrero et al., 2008;
Harmer et al., 2014).

2.7.2 Islas de patogenicidad

La mayoria de los genes que se requieren para la virulencia de Salmonella estan codificados
en regiones particulares del genoma, estas son conocidas como islas de patogenicidad de
Salmonella (SPIs). SPI-1 y SPI-2 han sido las mejores caracterizadas y las mas estudiadas,
ademas de que son las Unicas que codifican cada una para un sistema de secrecion tipo Il
(SST3) (Marcus et al., 2000). SPI-1 es necesaria para la invasion eficiente del epitelio intestinal
y SPI-2 es esencial para la replicacion y supervivencia de Salmonella en macrofagos, asi

como la progresion de una infeccion sistémica (Hansen- Wester y Hensel, 2001).
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2.7.3 SPI-1

SPI-1 se ubica a 63 centisomas del cromosoma, tiene un tamafo de 40 kb (Mills et al., 1995).
Como se observa en la figura 4, SPI-1 contiene 31 genes que pueden ser divididos en
categorias que incluyen: genes que codifican para el SST3, denominados inv-spa, genes que
codifican para proteinas involucradas en la translocacién de las moléculas efectoras dentro del
citoplasma de la célula del hospedero y genes que codifican para las proteinas efectoras y sus
chaperonas (Galan y Curtiss, 1989), asimismo, se localiza en todos los miembros de género
Salmonella, probablemente fue adquirida en la evoluciébn temprana de S. enterica por
transferencia de genes, de manera horizontal, lo que se propone al determinar su % de G-C
que es del 42-47% mientras que el del cromosoma de Salmonella es del 52-54%; ademas el
tamafo, ordenamiento y orientacion de los genes inv/spa en SPI-1 es similar a los genes de

invasion del plasmido de virulencia de Shigella (Groisman y Ochman, 1997).

2.7.4 SPI-2

Esta isla se localiza en el centisoma 31 del cromosoma, contiene 44 genes y su tamafio es de
alrededor de 40 Kb, una porcion de 25 kb que codifica para SST3 se encuentra solo en
Salmonella enterica y su contenido de G+C es de 43% (Figura 4). Se han descrito cuatro tipos
de genes, agrupados en cuatro operones: el operén ssa (genes que codifican al aparato de
SST3), el operén ssr (que codifica para proteinas reguladoras), el operén ssc (que codifica
para proteinas cheperonas y el operdn ttr, el cual codifica para la tetraionato reductasa
(Hensel et al., 1999).

Los genes de SPI-1 se expresan in vivo en el momento que Salmonella se encuentra en el
lumen intestinal del hospedero y se reprime en el tiempo que la bacteria se localiza dentro de
los macréfagos (Haraga et al., 2008; Fabrega y Villa, 2013), e in vitro si se crece en medio rico

en nutrientes Luria-Bertani (LB) (Hansen- Wester y Hensel, 2001).
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En contraste, la expresion in vivo de los genes de SPI-2 se lleva a cabo en caso de que
Salmonella se encuentre en el lumen intestinal y cuando estd dentro de las células
hospederas, como en los macréfagos (Hansen-Wester y Hensel, 2001). En condiciones de
laboratorio, la expresion de los genes de SPI-2 se induce en medio minimo con bajas

concentraciones de calcio, magnesio y potasio.
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Figura 4. Organizacién genética de SPI-1 y SPI-2. Las distintas funciones de los genes de SPI-1 y SPI-2 estan
representadas por diferentes colores. Tomado de Hansen-Wester y Hensel, 2001.

2.7.5 Requlacion genéticade SPI-1y SPI-2

Salmonella ha adquirido diversos mecanismos complejos capaces de controlar la expresion de
sus genes de virulencia en el tiempo y lugar apropiado esto requiere la integracion de
mecanismos de regulacion que controlen la expresién de los genes en respuesta a estimulos

ambientales.
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SPI-1 codifica para los reguladores transcripcionales HilA, HilC, HilD e InvF (Ellermeier y
Slauch, 2007). La expresién de los genes que participan en SPI-1 se induce en cascada

cuando HilD induce la expresion de HilA que pertenece a la familia OmpR/ToxR.

Entonces HilA activa directamente la expresion de algunos genes de SPI-1, como los
operones que conforman el aparato de secrecion del SST3 pgr/org e inv/spa y el que codifica
para InvF, un regulador también miembro de la familia AraC, encargado de la activacion del
resto de los genes SPI-1, como son los operones que codifican a las proteinas efectoras
sic/sip y del translocon (SipBCD) (Ellermeier y Slauch, 2007).

SPI-2 codifica para un sistema de dos componentes SsrA/B, donde SsrA es la proteina cinasa
sensora de la membrana y SsrB es el regulador de la respuesta (Ochman et al., 1996). SsrB
induce directamente la expresion de todos los genes encontrados en SPI-2 (Fass y Groisman,
2009). En condiciones de laboratorio, la expresion de los genes de SPI-2 se induce en medio
minimo con bajas concentraciones de calcio, que involucra a los reguladores OmpR, PhoP y
SlyA. Ademas del medio minimo, la expresion de SPI-2 se observa en medio LB en fase de
crecimiento estacionaria por un mecanismo dependiente de HilD (Hansen-Wester y Hensel,
2001).

Gran numero de proteinas reguladoras, especificas de Salmonella han sido implicadas en la
expresion de los genes SPI-1 y SPI-2, los cuales principalmente controlan la expresién de hilA
(SPI-1) y ssrAB (SPI-2) (Fass y Groisman, 2009).

2.7.6 Sistemas de secrecion tipo lll (SST3)

SPI-1 y SPI-2 contienen un gran niumero de genes que codifican sistemas de secrecion de tipo
lll (SST3) para las proteinas de virulencia. Los SST3 son maquinas moleculares complejas
encontradas en gran numero de patdégenos Gram-negativos de seres humanos, animales y

plantas.
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Los SST3 son estructuras en forma de aguja con una composicion de aproximadamente 20
proteinas de virulencia, o proteinas efectoras que son translocadas desde la bacteria hasta el

citoplasma de la célula huésped (Hansen-Wester y Hensel, 2001).

Una vez dentro de la célula ecucariotica, las proteinas efectoras liberadas por la bacteria
producen rearreglos en el citoesqueleto de las células epiteliales del hospedero, lo cual
permite a la bacteria introducirse en ellas.

Los SST3 codificados por SPI-1 y SPI-2 son estructuralmente similares, pero difieren en la

condicion de expresion y funcion de las proteinas efectoras (Figura 5).

Otro grupo de proteinas constituyen el translocon, el cual se piensa esta relacionado con la
translocacién de proteinas efectoras mediante la formacion de un poro de translocacion
(Kimbrough y Miller, 2002). Las proteinas efectoras tienen sefales especificas blanco
localizadas en su extremo amino terminal que las orienta hacia el SST3 (Miao y Miller, 2000).
Ademas de esta sefial para la secrecion, varios efectores tienen un sitio de unién para
chaperonas especificas, cuya funcion se cree es estabilizar y dirigir a su sustrato hacia el

aparato de translocacion.
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Figura 5. Representacion esquematica del sistema de secrecion tipo Il (SST3) codificado por SPI-1 y SPI-2. El
SST3 tanto de SPI-1 como de SPI-2 consiste en anillos que proporcionan un camino continuo a través de la
membrana interna (MBI) y la membrana externa (MBE) de la bacteria hasta la membrana de la célula huésped
(MCH). Tomado de Wisner et al., 2012.
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2.7.7 Sistemas toxina- antitoxina

Casi todas las bacterias poseen genes cuya expresion puede Inhibir el crecimiento celular e
incluso dan lugar a la muerte celular cuando se sobreexpresan. Entre ellos, los sistemas de
toxina-antitoxina (TA) contribuyen en gran medida a la maquinaria reguladora epigenética que
controla la supervivencia bacteriana (Engelberg-Kulka et al., 2006). En general, un sistema TA
se define como un operdén bicistronico, que codifica una antitoxina y una toxina, no
necesariamente en este orden. Primero fueron reportados a manera de sistemas de adiccidon

gue conducian al mantenimiento de plasmidos (Gerdes et al., 1986).

Méas tarde, también fueron descubiertos en los genomas cromosomicos, donde suelen
desempeiiar un papel en la estabilizacion del cromosoma bacteriano (Wozniak y Waldor,
2009). Basicamente, las toxinas dentro de los sistemas de TA suelen conducir a la inhibicion
del crecimiento celular interfiiendo con procesos tales como replicacion del ADN, traduccion,
division celular y sintesis de ATP (Wen et al., 2014).

Estos sistemas presentan algunas caracteristicas comunes:

i) Los genes de la antitoxina y la toxina se encuentran solapados, al menos parcialmente, o

muy proximos el uno del otro (Hayes, 2003; Gerdes et al., 2005).

i) La antitoxina es bioguimicamente mas inestable que la toxina, por lo que es necesaria una
produccion constante de la primera para mantener silenciada la segunda. Esta cualidad es la
gue permite actuar a los sistemas TA como sistemas de estabilidad y/o adiccion. Si la célula
que porta el operén (por ejemplo, en un pladsmido) lo pierde, la antitoxina es rapidamente
degradada (por RNasas o0 proteasas segun el sistema). Por el contrario, la toxina,
bioquimicamente més estable, queda libre para atacar su diana celular, provocando un efecto

bacteriostatico y/o bacteriolitico (dependiendo del sistema y la situacion) en la célula.

iii) La antitoxina actlla comunmente como autorrepresor del operén. En general, salvo en los
sistemas TA tipo | y I, la antitoxina cumple una funcion de represor “débil” incapaz de impedir

completamente la transcripcion del operén.
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Las antitoxinas de naturaleza proteica poseen generalmente dos dominios claramente
diferenciados: un dominio N-terminal de interaccion con ADN y una region C-terminal
necesaria para la interaccion y neutralizacion de la toxina. En ausencia de toxina, las
antitoxinas suelen interaccionar con secuencias nucleotidicas discretas en la region promotora

operadora del operdn TA, sin embargo, esta unién proteina-ADN es I4bil.

iv) Tras actuar sobre sus dianas celulares, las toxinas producen un retraso en el crecimiento o
la muerte celular (Engelberg-Kulka et al., 2006). Esta cualidad crea la adiccion de estos
sistemas en la célula, pues la pérdida del sistema TA resulta en un ataque por la toxina. A
pesar de este efecto negativo de la adiccion, esta toxicidad puede llegar a ser beneficiosa para

la célula ante determinadas situaciones de estrés.

2.7.8 Clasificacion de los sistemas TA

Los sistemas TA se clasifican atendiendo a la naturaleza bioguimica y mecanismo de accion
de la antitoxina. Asi, podemos distinguir sistemas tipo |, Il, I, IV y V. En los sistemas TA tipo |
y lll, la antitoxina es un ARN, mientras que en el resto (Il, IV y V) la antitoxina es una proteina
(Wen et al., 2014). Las antitoxinas de los sistemas tipo | son ARNs antisentido que hibridan
con el ARNm codificante de la toxina (Gerdes et al., 1986; Fozo et al., 2008), bloquean la
traduccion de este ARNm y forman un ARN de doble cadena que es degradado por RNasa llI
(Franch et al., 1999). En los sistemas TA tipo lll la antitoxina es también un ARN, aunque en
este caso, la neutralizacion se produce por una interaccion ribo-proteica con la toxina (ARN-

proteina), quedando bloqueado el centro catalitico de la toxina (Fineran et al., 2009).

En el resto de los sistemas (I, IV y V), la antitoxina es una proteina, y al igual que ocurre con
los sistemas | y lll, estos difieren en el mecanismo de neutralizacién. En los sistemas TA tipo Il
la neutralizacion tiene lugar por una interaccion proteina-proteina entre toxina y antitoxina
(Yamaguchi e Inouye, 2011). En los tipo IV la antitoxina impide la accion de la toxina mediante
un bloqueo del sustrato diana (Masuda et al., 2012). Por ultimo, el sistema tipo V, es el Unico
caso descrito hasta la fecha en el que la antitoxina tiene actividad catalitica; es una RNasa que

degrada el ARNm de su toxina e impide asi su traduccién (Wang et al., 2011).
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2.8 Sistemas toxina-antitoxinatipo Il y virulencia

En los sistemas TA tipo Il el complejo TA se une a secuencias palindromicas de la region
promotora y reprime su propia expresion. En situaciones de estrés, la antitoxina es degradada
mas rapidamente que la toxina por proteasas como Lon y ClpP (Christensen-Dalsgaard et al.,
2010). Para el caso de las toxinas, se han descrito varios mecanismos de accion que confieren
toxicidad a la célula bacteriana inhibiendo su crecimiento. Por ejemplo, la toxina CcdB actia
inhibiendo la ADN girasa, una proteina involucrada en el superenrollamiento del ADN. Otras
toxinas como MazF tienen propiedades de ribonucleasas, degradando el ARN mensajero
(ARNm). En algunas toxinas esta actividad enzimética es dependiente de la interaccién con
alguna subunidad ribosomal. Ademas, existen otras toxinas que actian como interferasas que
bloquean la traduccién interactuando con el ARNm y el ribosoma (Gerdes et al., 2005). Los
sistemas TA tipo Il son ampliamente prevalentes en bacterias y se ha propuesto que sean
benéficos en condiciones hostiles favoreciendo la persistencia. Sin embargo, las
circunstancias bajo las cuales los sistemas TA tipo Il son activados y favorecen la persistencia
no estan del todo descritas. En el 2005, en una busqueda de més de 100 genomas
procariéticos se encontré que los sistemas TA tipo Il fueron abundantes en bacterias de vida
libre pero raramente encontrados en bacterias asociadas a hospederos (Pandey y Gerdes,
2005). Ese estudio concluyd que los sistemas TA son elementos de respuesta a estrés que
incrementaban la viabilidad de los procariotes de vida libre, pero recientemente un estudio
gendmico comparativo reveld que la presencia de los sistemas TA estaba significativamente
asociada con la patogenicidad de bacterias epidémicas (Georgiades y Raoult, 2011). Yersinia
pestis, el agente de la peste bubdnica humana, codifica al menos para 10 sistemas TA tipo |l
cromosomales (Goulard et al., 2010). Mycobacterium tuberculosis tiene al menos 60 sistemas
TA tipo Il, mientras que la bacteria sapréfita Mycobacterium smegmatis tiene solo dos (Pandey
y Gerdes, 2005). Rickettsia spp. que son bacterias intracelulares estrictas, presentaron hasta
14 sistemas TA y fueron capaces de inducir muerte celular en células endoteliales (Audoly et
al.,, 2011). En Escherichia coli uropatégena (UPEC), un sistema TA tipo Il promovio la

colonizacion de la vejiga y los rifilones de ratén (Norton y Mulvey, 2012).
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2.9 El sistema TA SehAB es requerido para la virulencia de S. Typhimurium

Recientemente describimos el papel del sistema TA tipo Il SehAB en la virulencia de
S. Typhimurium (De la Cruz et al., 2013). SehAB esta codificado en el operdn bicistronico
sehAB (STM4031-STM4030.S), donde sehA codifica para la toxina y el gen sehB para la
antitoxina (Figura 7). La ausencia de la antitoxina SehB (AsehB) afecto el crecimiento de S.
Typhimurium durante el crecimiento en medio LB; interesantemente, la doble mutante AsehAB
tuvo un crecimiento similar a la cepa silvestre, indicando que el efecto visto en la mutante

AsehB era por la expresion de la toxina SehA.

STM4030.S  STM4031

>STM4031

-35 -10
TTTTGTTTTCAACTTGARAACTGGATAACGI TGCGATAAATTGTTTTCAGG [ TGAAAACTTTGTAATGGAACTACATTGTGCATGTTATC

>

Figura 7. Representacion esquematica de la organizacion genética del sistema sehAB. En la figura se muestra la
region promotora, también las cajas -10 y -35, inicio de transcripcién, asi como las secuencias palindromicas.
Tomado de De la Cruz et al., 2013.

Las antitoxinas tipo Il ademéas de interactuar con la toxina, son capaces de actuar como
represores transcripcionales de su propia expresion. La expresion del sistema sehAB fue
desreprimida en la mutante antitoxina AsehB mostrando que SehB autoreprime su propia

expresion. La antitoxina SehB se unié especificamente a su propio promotor.

La caracterizacion en el fenotipo de la virulencia, en modelo ratén, mostré que la mutante
antitoxina AsehB estuvo muy afectada en la replicacion comparada a la cepa silvestre cuando
fue inoculada por via i.p. mostrando valores de atenuacion muy similares a la mutante ssaV,
gue afecta el ensamblaje del sistema de secrecion tipo Il codificado en la isla de
patogenicidad 2 (SPI-2). Interesantemente ni la mutante toxina AsehA o la doble mutante TA

AsehAB estuvieron atenuadas en la virulencia con respecto a la cepa silvestre.
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Por otro lado, la inoculacion por via oral mostré que ademas de la mutante antitoxina AsehB, la
mutante en el sistema TA AsehAB, estuvo atenuada en la virulencia. Estos datos mostraron
gue el sistema TA SehAB es requerido cuando Salmonella entra por via natural al hospedero
(De la Cruz et al., 2013).

2.10 La proteasa Lon

Lon es una serin-proteasa citoplasmatica, dependiente de ATP, que media la degradacién
selectiva de proteinas tanto plegadas como mal plegadas, formando parte del proteosoma
bacteriano. Lon se identifico por primera vez en Escherichia coli (Swamy y Goldberg, 1981),
descubriéndose proteinas homoélogas en muchos organismos, desde procariotas a eucariotas.
Lon es un oligdmero de subunidades idénticas (~87 kDa), donde cada subunidad contiene tres
dominios: el dominio amino-terminal, posiblemente implicado en el reconocimiento del sustrato
(Ebel et al., 1999), el dominio ATPasa central (dominio A) que contiene el ATP vinculante
(Fischer y Glockshuber, 1994) y el dominio carboxi-terminal (dominio P) que contiene el sitio
activo proteolitico formado por una diada catalitica serina-lisina (Amerik et al., 1991). La
proteasa Lon tiene funciones pleiotropicas en bacterias, tanto patbgenas como no patégenas,
controlando diversos procesos celulares por medio de la degradacion proteolitica de diferentes
proteinas relacionadas con: metabolismo, replicacion, transcripcion, patogenicidad, motilidad,

componentes de la envoltura celular, control de calidad de proteinas, etc. (Figura 8).
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Figura 8. Diversidad de sustratos y funciones bioldgicas de la proteasa Lon. Tomado de Tsilibaris et al., 2006.

Lon participa en la produccion de polisacaridos capsulares, debido a que degrada a RcsA, la

cual es un activador transcripcional de los genes que codifican para la capsula. Lon es

requerida para la homeostasis celular y para sobrevivir a dafios en el ADN y a estrés

ambiental. Es capaz de degradar polipéptidos hasta pequefas cadenas de 5 a 10 aminoéacidos

(Tsilibaris et al., 2006). Estas proteasas también son conocidas como proteinas de estrés, las

cuales son inducidas en respuesta a condiciones desfavorables (Gottesman, 1996).

En Salmonella, Lon regula negativamente la eficacia de invasiébn de células epiteliales

(Takaya et al., 2002), donde una mutante en lon incrementa la transcripcion de los genes de

SPI-1.
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Interesantemente en términos de los sistemas TA tipo Il, la proteasa Lon degrada
especificamente las antitoxinas de diferentes sistemas como RelBE, HipBA, HicBA,
ChpAK/MazF, ChpBK, CcdAB, entre otras, donde la actividad de la toxina perteneciente a los
cuatro primeros inhibe la sintesis de proteinas mientras que CcdAB esta involucrado en el
mantenimiento del plasmido F mediante la muerte postsegregacional, actuando como un
regulador positivo de la expresion genética, debido a que en ausencia de la proteasa Lon, la
antitoxina se acumula y autoreprime su propia transcripcion (Christensen et al., 2003; Madl et
al., 2006; Overgaard et al., 2009; Christensen-Dalsgaard et al., 2010; Hansen et al., 2012;
Muthuramalingam et al., 2016).
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3 JUSTIFICACION

La via mas frecuente de contaminacion por Salmonella en seres humanos es
fundamentalmente la ingestion de alimentos procedentes de animales contaminados como
carne no cocinada y huevo. Se estima que Salmonella no tifoidea afecta anualmente a
decenas de millones de personas de todo el mundo y provoca mas de cien mil defunciones
(OMS, 2013). Estos altos numeros de infecciones hacen hincapié en la importancia de este
patdgeno intracelular. La mortalidad por esta bacteria es principalmente un problema de salud
en los paises en desarrollo, pero la morbilidad debida a infecciones agudas por esta tiene un

impacto socioecondémico importante en los paises industrializados.

S. Typhimurium es el serotipo mas estudiado debido a su relevancia clinica, su capacidad de

infectar una amplia gama de animales y su susceptibilidad a la manipulacién genética.

Los sistemas toxina-antitoxina tipo Il han emergido como factores de virulencia determinantes
en muchas bacterias patdgenas, incluyendo Salmonella. La regulacion de la transcripcion de
estos ha sido poco estudiada y uno de los factores que controla su expresion es la proteasa
Lon. SehAB es un sistema toxina-antitoxina tipo Il que controla la virulencia de S. Typhimurium
y no existen reportes acerca de la funcién de Lon en la expresion de este. Los datos
generados en este trabajo nos ayudaran a entender la relevancia de la proteasa Lon en el

control transcripcional de SehAB y su papel en la patogenicidad de S. Typhimurium.
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4 HIPOTESIS

Debido a que las antitoxinas tipo Il son susceptibles a la degradacion proteolitica mediada por
la proteasa Lon, la ausencia de esta proteasa provocara una acumulacion de la antitoxina
SehB, que al actuar como represor transcripcional, disminuird la expresién del operon
bicistronico sehAB en S. Typhimurium.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

e Analizar la expresion del sistema toxina-antitoxina SehAB de S. Typhimurium en

ausencia de la proteasa Lon.

5.2 Objetivos especificos

e Determinar la expresion del operdn bicistrénico sehAB, mediante PCR en tiempo real,
de S. Typhimurium en condiciones de induccién de SPI-1y de SPI-2.
e Cuantificar la expresion del operdn bicistrénico sehAB en los fondos genéticos silvestre

y mutante lon de S. Typhimurium.




UNAIVI Niejia Ventura Santa FES Zaragoza

6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Material biolégico

Para este trabajo se emplearon las siguientes cepas:

Cepa Descripcion Referencia
14028s S. Typhimurium wit. De la Cruz et al., 2015.
DTM61 S.Typhimurium Alon. De la Cruz et al., 2015.

6.2 Cultivo y condiciones de crecimiento

6.2.1 Induccidon de SPI-1

Las cepas de S. Typhimurium silvestre y mutante Alon fueron crecidas a una temperatura de
37 °C en una incubadora eliptica a 150 rpm en 5 mL de medio LB (1% de triptona (Sigma-
Aldrich), 1% de cloruro de sodio (NaCl) (Sigma-Aldrich), 0.5% de levadura (Sigma-Aldrich)) y
antibiético kanamicina (Km) a una concentracion de 20 pg/mL para la cepa mutante durante
toda la noche. Se obtuvo la densidad 6ptica (D.O.) con 800 pL del cultivo crecido toda la noche
a una absorbancia de 600 nm y se realizaron los calculos para obtener una D.O. inicial de 0.05
en 20 mL de medio LB. Se inocul6 la cantidad necesaria de la bacteria y se crecié durante 3 h
a 150 rpm y 37 °C hasta alcanzar una D.O. entre 1.4-1.5. Se tomaron 10 mL del cultivo y se
centrifugd en un tubo cénico de 15 mL a 4000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se decant6 el medio

y se guardé la pastilla bacteriana a -70 °C hasta la extraccion de ARN.

6.2.2 Induccion de SPI-2

Para la induccion de SPI-2 se usaron dos medios de cultivo: LB y medio minimo. Para el
cultivo en medio LB se uso el mismo procedimiento de induccién de SPI-1, con excepcion que

la bacteria creci6 toda la noche hasta alcanzar una D.O. de 1.9-2.0.
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Para el crecimiento en medio minimo se realizé lo siguiente: a partir del pre-indculo crecido
toda la noche en medio LB, se tomaron 2 mL y se centrifugé a 12000 rpm por 1 min, se
decantd el medio LB y la pastilla bacteriana fue resuspendida en 2 mL de medio minimo.
Posteriormente, se centrifugd nuevamente a 12000 rpm 1 min, se decanté el medio y la
pastilla resultante se resuspendié en 1 mL de medio minimo el cual se inoculé en 30 mL de
medio minimo y se dejo creciendo a 37 °C a 1500 rpm durante 24 h. Se centrifugaron 10 mL
del cultivo en tubos de 15 mL a 4000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se decanté el medio para

obtener la pastilla bacteriana y esta se guardo a -70 °C hasta la extraccion de ARN.

6.3 Extraccién y cuantificacion de ARN

La extraccion del ARN total de S. Typhimurium se realiz6 por el método de fenol acido,

llevdndose a cabo de la siguiente manera:

6.3.1 Rompimiento celular

El cultivo de bacterias (10 mL) se centrifugd a 4000 rpm durante 15 min. Se desechd el
sobrenadante y la pastilla obtenida se resuspendié en 500 pL de solucion de lisis (0.5% de
dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma-Aldrich), 10 mM de acetato de sodio (CH3COONa)
(Sigma-Aldrich), 10 mM de &cido etilén-diamino tetra-acético (EDTA) (Sigma-Aldrich)) y se
colocaron en tubos con tapon de rosca de 2 mL. Las bacterias se rompieron con vortex de la
siguiente manera: 3 ciclos de 1 min a velocidad maxima seguido de 1 min en incubacion en

hielo.

Después, al lisado celular se afiadieron 500 pL de fenol acido (Sigma-Aldrich) precalentado a
65 °C y se agitaron vigorosamente los tubos. A continuacion, se incubaron durante 5 min a
65 °C en el thermoblock. Posteriormente de la incubacién, se centrifugaron a 16000 x g
durante 5 min a 4 °C y se recupero el lisado celular en tubos limpios. A cada tubo se les
agrego dos volumenes de etanol absoluto frio (Sigma-Aldrich), dejando precipitar el ARN a -20

°C toda la noche.
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6.3.2 Precipitacion del ARN

Los tubos obtenidos en la fase anterior se centrifugaron a 16000 x g durante 10 min a 4 °C. El
etanol se elimino teniendo cuidado de no llevarse la pastilla obtenida y se lavaron con 1 mL de
etanol al 70%, se centrifugaron a 16000 x g durante 5 min. El etanol se eliminé de la pastilla 'y
se sec6é en campana por 10 min. Se resuspendié en 100 pL de agua DEPC (Invitrogen™) para
evitar degradacion del ARN.

6.3.3 Purificacion del ARN

A los tubos del paso anterior se les adicionaron 10 pL de Buffer para DNasa y 1 uL de DNasa
TURBO 10X (Ambion), posteriormente se incubaron a 37 °C durante 30 min. Pasado el tiempo
de incubacion, a cada tubo se le adicionaron 10 pL del agente de inactivacién de la DNasa y
se mezclaron suavemente, después se incubaron a temperatura ambiente durante 5 min y se
centrifugaron a 8000 x g durante 2 min. La fase acuosa que contenia al ARN se transfirié a un
tubo nuevo (100 pL).

Para comprobar la ausencia de ADN en las muestras de ARN total, se tomaron 2 pyL de cada
ARN, para emplearlo en una PCR para lo cual se utilizaron iniciadores especificos para el gen
del ARNr 16S de S. Typhimurium (STM16SF: 5 TGCCTGATGGAGGGGGATAA 3’y STM16R:
5 TTCACAACACGAGCTGACGA 3’); como control positivo de la reaccion de PCR, se emple6
ADN genomico de la cepa silvestre.

En forma simultanea se establecio la integridad del ARN, en este caso 1 uL de la muestra se
analizé en el bioanalizador mediante el uso de “chip” Prokaryote ARN Nano de Agilent
Technology y se cuantific6 mediante el Nano Drop ND-1000. Finalmente, el ARN se mantuvo a

-70 °C hasta su uso.

6.4 Sintesis de ADNc

En todo momento se emplearon los reactivos del kit Invitrogen™; se procedié a realizar la

mezcla de reaccion que estaba formada de la siguiente manera: 1 pg del ARN molde, 3 pL de
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iniciadores al azar (50 ng/uL), 1 pL de dNTP’s (10 mM) y agua DEPC a un volumen final de
10 pL. La muestra se incubo a 65 °C durante 5 min y posteriormente se colocé en el hielo. A
esta mezcla se le agregaron 2 pL de regulador RT™ 10X, 4 pL de cloruro de magnesio MgCl2
(25 mM), 1 pL de RNasa OUT (40 U/uL) y 2 pL de ditiotreitol DTT 0.1 M.

La muestra se incub6 a 25 °C durante 2 min, al término de la incubacion se adicion6 1 pL de la
enzima Super Script I™ (50 U/uL) y se llevé a cabo en el termociclador Eppendorf™ flexid
Mastercycler® nexus GSX1 con el siguiente ciclo de temperaturas: 25 °C durante 10 min, 42
°C durante 50 min y 70 °C durante 15 min. La mezcla se colocé en el hielo durante 5 min y
posteriormente se agrego 1 pL de la enzima RNasa H (20 U/uL) y se incub6 a 37 °C durante

20 min. Al final se almacend a -70 °C hasta su uso.

6.5 Amplificacion de los genes mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real

Para la realizaciéon de la PCR en tiempo real, se empled el termociclador LightCycler 480
(Roche); y el sistema de deteccion fue el fluorocromo SYBR® Green |. Las reacciones para los
ensayos de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en placas de plastico de 96 pozos

especiales para el equipo Lightcycler®480.

La mezcla de reaccion para cada pozo consisti6 en:

e 1.5 L de agua grado PCR contenida en el kit comercial.
e 1.0 uL de la mezcla de los iniciadores 20 pM.

e 5.0 uL de “LightCycler® 480 SYBR Green | Master” 10X.
e 2.5uL de ADNCc.

Cada reaccion se realiz6 por triplicado.
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Con la mezcla de reaccion se llené cada pozo de la placa, se sellé con una ldmina plastica
adherente y se centrifugo a 1500 x g por 2 min. Después se coloco en el equipo LightCycler®
480 (Roche) aplicando en seguida el programa recomendado por el manual del usuario, el
cual se describe a continuacion: un ciclo a 95 °C durante 5 min, 45 ciclos en las siguientes
condiciones: 95 °C durante 10 s, temperatura de alineamiento correspondiente para cada par
de iniciadores durante 10 s 'y 72 °C durante 10 s (en este punto se realiza la medicion de la
fluorescencia), posteriormente un ciclo en las siguientes condiciones: 95 °C durante 5 s a una
temperatura de 4.4 °C/s, 65 °C durante 1 min a una temperatura de 2.2 °C/s y 97 °C durante
5 s (durante esta fase se medira la fluorescencia en forma continua para construir la curva de

disociacion), y un ciclo final de enfriamiento a 40 °C durante 10 s.

6.6 Determinacion de la expresion genética relativa

El método descrito por Livak y Schmittgen (2001), se utilizé para determinar la expresion
genética en unidades de expresion relativa mediante la aplicacion de la férmula matematica
22CT La ACT se determind al restar el valor de CT (crossing treshold) del gen en estudio

menos el valor de CT del gen normalizador rrsH (16S ARN).

6.7 Analisis estadistico de los resultados

Con la finalidad de detectar diferencias significativas en la expresion genética de las diferentes
cepas de S. Typhimurium, se efectu6 un andlisis paramétrico de varianza unifactorial (One
Way ANOVA) y comparacion multiple de Tukey empleando para ello el software estadistico
GraphPad PRISM 5.0. Los valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

Los resultados se graficaron en escala logaritmica debido a que los valores de expresién

relativa estan en el orden de magnitud de 10%-10%.
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7 RESULTADOS

7.1 Extraccidén de ARN total de S. Typhimurium crecida en diferentes condiciones

Una vez que se realizo la extraccion, se evalud la concentracion y pureza de los ARN de la
cepa silvestre y mutante Alon usando el equipo Nano Drop ND-1000. Como se muestra en el
cuadro 2, se obtuvieron concentraciones de ARN en un rango entre 300-1300 ng/ul y una

pureza entre 2-2.2, segun el cociente de absorcion A260/280 nm.

Cuadro 2. Concentracién y pureza de ARN

Condicion WT Alon
Medio LB 765 ng/uL 1063 ng/uL
(logaritmica)

A260/280 nm 2.2 2.2
Medio LB 722 ng/uL 912 ng/pL
(estacionaria)

A260/280 nm 2.1 2.2

Medio minimo 725 ng/pL 325 ng/uL

A260/280 nm 2.1 2.1

Asimismo, se evalud la integridad de los ARN por medio de una electroforesis en un gel de
agarosa al 2% en condiciones desnaturalizantes. Como ARN de referencia se usé el ARN total
de E. coli observando el patrén de migracion de los ARNr 23S y 16S (Figura 9).
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Figura 9. Electroforesis mostrando el ARN total de las cepas silvestre y mutante Alon de S. Typhimurium en las
diferentes condiciones de cultivo: medio LB en fase logaritmica (LB LOG), medio LB en fase estacionaria (LB
EST) y medio minimo (MM). Como control se usé el ARN total de E. coli. En las cepas de Salmonella se observan
tres bandas dado que 23S se fracciona en dos dando como resultado una banda por debajo y otra por encima de
16S.

7.2 Efecto de las condiciones de crecimiento sobre la expresién del operén
bicistrénico sehAB de S. Typhimurium

Previamente fue reportado que la expresion del operén sehAB se incrementd cuando S.
Typhimurium creci6 en medio minimo, comparada al crecimiento en medio LB en fase
logaritmica (De la Cruz et al., 2013). Estos niveles de expresion fueron determinados por
medio de la cuantificacion de los niveles de fluorescencia del reportero plasmidico sehAB-gfp
en la cepa silvestre de S. Typhimurium. Para corroborar estas observaciones, la expresion del

operon bicistrénico sehAB fue cuantificada a nivel cromosomal por medio de qPCR.

Ademas del crecimiento en medio LB en fase logaritmica y medio minimo, la expresion del
operon bicistrénico sehAB se analiz6 en medio LB en fase estacionaria, la cual es una
condicion de induccién de SPI-2, dependiente de la expresion de SPI-1 (Bustamante et al.,
2008).
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La cuantificacion de la expresion por medio de qPCR mostré que en medio LB en fase
estacionaria los genes sehA y sehB se indujeron 12 y 17 veces, respectivamente, con
respecto al medio LB en fase logaritmica (Figura 10). La expresion del operdn bicistronico
sehAB se incrementd dramaticamente cuando S. Typhimurium crecid en medio minimo,
alrededor de 70 veces con respecto al crecimiento en medio LB en fase logaritmica.
Comparando los niveles de expresion del operon sehAB en medio minimo versus LB en fase

estacionaria, la expresion de los genes sehA 'y sehB incremento 6 y 4 veces, respectivamente.
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Figura 10. Niveles de expresion relativa (logio) de los genes sehA (negro) y sehB (blanco) en la
cepa silvestre de S. Typhimurium crecida en medio LB en fase logaritmica (LB LOG), medio LB
en fase estacionaria (LB EST) y medio minimo (MM). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001:
diferencias estadisticamente significativas con respecto a LB (LOG).




UNAIVI Niejia Ventura Santa FES Zaragoza

7.3 Efecto de la proteasa Lon sobre la expresion de los genes sehAB de S.
Typhimurium

Para analizar el efecto de la proteasa Lon sobre la expresion del operon sehAB, se cuantificd
la transcripcion de los genes sehA y sehB en la cepa silvestre de S. Typhimurium y en la
derivada mutante Alon en medio minimo, el cual fue el medio de cultivo en el que observamos
mayor expresion de los genes. En la ausencia de la proteasa Lon, los genes sehA y sehB se

reprimieron 25y 15 veces, respectivamente con respecto a la cepa silvestre (Figura 11).

Estos datos confirman que Lon tiene un papel positivo en la expresion del operon sehAB,

similar a lo que se ha reportado para otros genes toxina-antitoxina.

*x . sehA

Unidades de expresion
relativa

WT Alon

Figura 11. Niveles de expresion relativa (log10) de los genes sehA (negro) y sehB (blanco) en
las cepas silvestre y mutante Alon de S. Typhimurium crecidas en medio minimo. ** p<0.01:
diferencias estadisticamente significativas con respecto a cepa silvestre (WT).
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8 DISCUSION DE RESULTADOS

8.1 Laexpresion del operdn bicistronico sehAB muestra una expresién diferencial
dependiente de las condiciones de cultivo

Los principales determinantes de virulencia de S. Typhimurium estan codificados en SPI-1 y
SPI-2, donde la expresion de cada isla puede ser analizada cuando la bacteria crece en medio
LB y medio minimo, respectivamente. El medio LB (medio rico) mimetiza las condiciones
extracelulares que experimentaria Salmonella cuando llega al lumen intestinal, mientras que el
medio minimo (bajas concentraciones de fosfato y magnesio) asemeja las condiciones
intracelulares, especificamente las vacuolas que contienen a Salmonella (SCV) (Bustamante
et al., 2008). Con respecto a la expresion de sistema TA tipo Il SehAB, su expresion fue
altamente inducida cuando S. Typhimurium crecié en medio minimo comparada al crecimiento
exponencial en medio LB (Figura 10), soportando la nocion que estos genes son expresados
en condiciones intracelulares probablemente en funciones relacionadas con la sobrevivencia y
replicacion dentro de las células eucaridticas. Reportes previos, tanto de nuestro laboratorio
como de otros grupos han mostrado que el sistema sehAB se expresa en el macrofago
(Eriksson et al., 2003; De la Cruz et al., 2013; Silva-Herzog et al., 2015). En término de las
toxinas del loci TA, estas proteinas contribuyen a la tolerancia hacia estreses ambientales
experimentados por la bacteria (Maisonneuve y Gerdes, 2014), controlando directa o
indirectamente el crecimiento, bloqueando diferentes procesos celulares esenciales, como la
replicacion del ADN o la traduccion de los ARNm (Sat et al., 2003; Cheng et al., 2014). Por lo

gue pensamos que la expresiéon de sehA es mayor en medio minimo.

Ademas de las dos condiciones de crecimiento clasicas analizadas, la expresion del operon
sehAB se cuantific6 en bacterias crecidas en medio LB en fase estacionaria, condiciones ya
reportadas que indican que también induce la expresion de SPI-2, pero dependiente de la

expresion de HilD, el regulador central de SPI-1 (Bustamante et al., 2008).
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Interesantemente, la expresion de sehAB se increment6 en fase estacionaria comparada a la
fase exponencial (Figura 10), similar a la expresion que muestran los genes de SPI-2 en las
mismas condiciones de crecimiento. El patron de expresion similar que muestra sehAB con los
genes de SPI-2 abre la posibilidad de analizar si este sistema TA es controlado por

reguladores de SPI-1 y SPI-2 como HilD y SsrB, respectivamente.

8.2 Laproteasa Lon controla positivamente la expresion del operon sehAB

La proteasa Lon desempefia un papel importante en el control de calidad de las proteinas. Un
namero creciente de proteinas reguladoras se han identificado a manera de sustratos de Lon,
indicando asi que ademas de su funcién de control de calidad, esta proteasa degrada las
proteinas naturalmente inestables que estan involucradas en gran variedad de procesos
biolégicos (Tsilibaris et al., 2006).

En lo que se refiere al control transcripcional de los sistemas TA tipo Il, Lon es necesaria para
la activacion de algunos sistemas TA cromosomicos en E. coli tal es el caso de la transcripcion
del operoén relBE. La degradacion de la antitoxina RelB por parte de la proteasa Lon, activa la
expresion de RelE, ya que RelB autorregula negativamente su propia transcripcion
(Christensen et al., 2001). En HipBA, otro sistema TA tipo I, Lon es la principal proteasa

responsable de la degradacion de la antitoxina HipB (Hansen et al., 2012).

Ademéas de los sistemas cromosomicos, el papel de Lon se ha descrito en genes TA
codificados en plasmidos. El sistema CcdAB, el cual esta codificado en el plasmido
conjugativo F, estd formado por la toxina CcdB y la antitoxina CcdA y se reportdé que la
proteasa Lon degrad6 especificamente la antitoxina CcdA, incrementando la transcripcién del
operon ccdAB (Van Melderen et al., 1994).
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Ya que la proteasa Lon regula la expresion de los sistemas TA tipo Il por medio de la
protedlisis de la antitoxina, se evalud la transcripcion del operdn bicistronico sehAB de
S. Typhimurium, en ambos genes sehA y sehB tanto en el fondo silvestre como usando una
mutante nula en el gen Alon. La ausencia de la proteasa Lon disminuyo la expresion de ambos
genes sehA y sehB cuando S. Typhimurium crecié en medio minimo (Figura 11), corroborando
el papel positivo que tiene Lon sobre los sistemas TA tipo Il. En términos de estabilidad, la
antitoxina SehB es mucho menos estable que la toxina SehA, sugiriendo que SehB podria ser
degradada directamente por Lon. Estos datos junto a los experimentos de qPCR apuntan a
qgue Lon degradaria a la antitoxina SehB en S. Typhimurium, ya que en la mutante Alon la

antitoxina SehB se acumularia y reprimiria su propia transcripcion.

Los resultados generados en esta tesis corroboran el papel relevante de la proteasa Lon para
degradar a la antitoxina. Se sabe que la interaccién antitoxina-toxina, permite la formacién de
un complejo represor completamente funcional, reduciéndose asi la transcripcion de ambos
genes. Sin embargo, este efecto represor puede ser ejercido solamente con la presencia de la
antitoxina. La formacion del complejo TA permite mantener niveles de toxina en la célula lo
suficientemente bajos como para no interferir con el crecimiento normal de ésta, pero lo
suficientemente altos tales que le permitan responder rapidamente ante situaciones en las que
el sistema debe activarse, por ejemplo, estrés o pérdida de plasmidos (Zielenkiewicz y
Ceglowski, 2005).

Interesantemente, la proteasa Lon no degrada a todas las antitoxinas tipo Il, mostrando que la
degradacion proteolitica es especifica. En Staphylococcus aureus, Lon no afecto la estabilidad
de las antitoxinas pertenecientes a los sistemas MazEF, Axel-Txel y Axe2-Txe2 (Donegan et
al., 2010). Similarmente, en Pseudomona putida (una bacteria no patdgena del suelo), Lon no

participa en la protedlisis de la antitoxina GraA (Tamman et al., 2015).

Con base a los resultados obtenidos de la expresién del sistema sehAB de la mutante lon, se

podria sugerir que Lon es la principal proteasa que degrada la antitoxina SehB.
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La expresion del sistema SehAB, se incrementé cuando S. Typhimurium crecié en medio
minimo, apuntando a que la actividad proteolitica de Lon sobre la antitoxina SehB seria mayor
en esta condicién de crecimiento, lo cual provocaria que la toxina SehA tuviera una funciéon
importante en la virulencia de S. Typhimurium, como la sobrevivencia de esta bacteria en
ganglios linfaticos mesentéricos (De la Cruz et al., 2013).
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9 CONCLUSIONES

e El operdn bicistronico sehAB de S. Typhimurium presento altos niveles de expresion
cuando la bacteria creci6 en medio minimo, el cual es una condicién de estrés que
favorece la expresion de SPI-2.

e La ausencia de la proteasa Lon tiene un efecto positivo en la expresion del sistema
sehAB de S. Typhimurium ya que disminuyé la expresion del modulo TA con respecto a

la cepa silvestre.
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10 PERSPECTIVAS

e Analizar la estabilidad de ambas proteinas SehA y SehB en el fondo mutante Alon con
respecto a la cepa silvestre.

Determinar si la proteasa Lon afecta tanto la expresion como la estabilidad de las

antitoxinas de los otros sistemas TA codificados en el cromosoma de S. Typhimurium.
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