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1. RESUMEN

Salmonella Typhi el agente causal de la fiebre tifoidea, puede sobrevivir en el intestino y en
la vesicula biliar. En este trabajo determinamos que el gen ItrR codifica dos proteinas,
LtrR1 y LtrR2, ambas involucradas en la transcripcién de ompC. El producto de este gen
confiere la resistencia a la sal biliar deoxicolato de sodio. ItrR se encuentra ubicado dentro
del cluster genético STY0034-STY0041, mutaciones individuales en cada uno de estos
genes causa sensibilidad a deoxicolato de sodio. En cuanto a la regulacion del cluster
STY0034-STY0041 establecimos que STY0035 y STY0036 (ItrR) se encuentran ligados
funcionalmente ya que ambas mutantes no crecen en deoxicolato de sodio, estos genes son
regulados por pH en medio minimo N y el regulador global H-NS controla de manera
negativa cada uno de sus promotores. |LEstudios futuros son necesarios para establecer la
funcién especifica de cada uno de los genes descritos en esta tesis y poder generar un

modelo sobre el mecanismo de resistencia a sales biliares en S. Typhi.



ABSTRACT

Salmonella Typhi the causative agent of typhoid fever is able to survive in the intestine and
in the gallbladder. In this work we determined that the ItrR gene encodes two proteins:
LtrR1 and LtrR2, both proteins are involved indirectly in the regulation of ompC, and the
product of this gene has a role in bile resistance. ItrR is located within the STY0034-
STYO0041 cluster, individual mutations in each one of these genes shows their role in bile
resistance. Regulatory studies of STY0034-STY0041 establish that STY0035 and
STY0036 (ItrR) are functionally linked, since both genes are regulated by pH and the
global regulatory protein H-NS represses their expression. Future research is needed to
define the specific role of each of the genes described in this work, this is fundamental to

establish a model for bile resistance in S. Typhi.



2. INTRODUCCION
2.2. Género Salmonella

El género Salmonella constituye un grupo heterogéneo de Gamma proteobacterias, son
bacilos gram negativos, mdviles, anaerobios facultativos, fermentan la glucosa y son
oxidasa e indol negativos (Framer, 1999). El género Salmonella estd dividido en dos
especies: Salmonella bongori (S. bongori) y Salmonella entérica (S. enterica). Esta Gltima
se divide en seis subespecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, indica y houtenae.
La taxonomia actual se basa en el esquema de White-Kauffmann que utiliza los antigenos
somaticos (O), flagelares (H) y ocasionalmente capsular (Vi), para clasificar a los mas de
2500 serovares que se conocen hasta el momento (Grimont y Weill, 2007). La especie S.
enterica se compone por bacterias patdgenas que tienen la habilidad de infectar un amplio

rango de animales incluyendo al ser humano y causar enfermedades como la fiebre tifoidea.

Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) es el agente causal de la fiebre tifoidea.
Esta enfermedad es un problema de salud mundial ya que afecta a paises en via de
desarrollo con una infraestructura limitada de salud publica (Crump y Mintz, 2010).
Durante el 2000 se estimaron 21 millones de contagios por S. Typhi ocasionando méas de
200 000 muertes por afio (Crump et al., 2004).

La infeccion por esta bacteria ocurre a través del consumo de agua y alimentos
contaminados con heces. Los sintomas de la fiebre tifoidea se desarrollan entre los 7 y 14
dias después de la ingestion del patdégeno. Los pacientes presentan escalofrios, dolor de
cabeza, nduseas, malestar abdominal, tos seca, mialgia, hepatomegalia y esplenomegalia.
La fiebre aumenta gradualmente hasta alcanzar 39 o 40°C, algunas de las complicaciones
de la tifoidea son perforacion intestinal, alteraciones neuroldgicas como encefalopatia y a
nivel cardiovascular ocasiona miocarditis; finalmente puede causar la muerte (Parry et al.,
2002).



S. Typhi no desencadena una respuesta inflamatoria temprana en el intestino. Este patdgeno
evita esta manifestacion y utiliza un enfoque mas sutil para invadir y colonizar diferentes

organos del cuerpo como el bazo, higado, vesicula biliar y medula 6sea.

2.3. Ciclo de Infeccion de S. Typhi

La infeccion por S. Typhi inicia con la ingestion de agua o comida contaminada, la
cantidad de bacterias necesarias para generar un dafio oscila entre mil y 1 millon de
microorganismos, el periodo de incubacion es de 7 a 14 dias (Snyder, 1970).

El primer obstaculo para la colonizacion del tracto digestivo es el pH acido del
estbmago. Para sobrevivir en esta condicién de estrés, Salmonella activa la respuesta a
tolerancia a &cido (ATR) (Foster y Hall, 1991; Garcia-del Portillo et al., 1993). Los
elementos genéticos que necesita para resistir al pH acido son genes de respuesta a dafio de
membrana celular (aas, pbpA vy cld), asi como reguladores transcripcionales (RpoS, Fur,
OmpR, PhoP) (Lee et al., 1995; Hall y Foster, 1996; Bearson et al., 1998; Bang et al.,
2000). Después de atravesar exitosamente el estdbmago, este patégeno se dirige hacia el

intestino.

El microrganismo ingresa al intestino delgado, en la region distal del ileon. Una vez ahi
la bacteria puede invadir células epiteliales, células M y/o células dendriticas (Fabrega y
Vila, 2013). Las células epiteliales intestinales son células no fagociticas, sin embargo,
Salmonella tiene la capacidad de invadirlas utilizando el Sistema de Secrecion Tipo Il
(SST3) ubicado en la Isla de Patogenicidad 1 (SPI-1) (Galan y Curtiss, 1989; Galan, 2001).

El blanco principal de Salmonella son las células M, la adherencia a esta célula es
promovido por proteinas denominadas fimbrias (Jones et al. 1994; Baumler et al. 1996).
Las células M se sitGan en la parte superior de los foliculos linfoides de las placas de Peyer;
durante el proceso de invasion Salmonella induce reajustes en el citoesqueleto dando lugar
a la formacion de ondulamientos (ruffling) de la membrana celular permitiendo rodear y

conducir a la endocitosis del patogeno (Kohbata et al. 1986). Se reconocen varias proteinas

4



efectoras de la SPI-1 involucradas en los rearreglos del citoesqueleto: SipA, SopE, SopE2 y
SopB (Galan, 1996). Salmonella produce efectos citotoxicos que resultan en la destruccion
de las células My la invasion de enterocitos adyacentes tanto por la cara apical como por la

basolateral (Fig. 1).
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Fig. 1 Anclaje e internalizacion de Salmonella en una célula huésped. Después de la unién a la
superficie de la célula huésped, Salmonella puede expresar un sistema de secrecion tipo Il que facilita
la captacién e invasidon endotelial a través de la translocacion de proteinas efectoras de la célula
bacteriana al citosol de la célula huésped (Kaur Jy Jain S, 2012).

Después de invadir las células epiteliales, Salmonella puede ser fagocitada por
macrdfagos e iniciar la infeccion sistémica. Sin embargo, en seguida de ser ingerida por la
célula eucarittica, este patdgeno es capaz de sobrevivir y manipular las funciones de la
célula huésped por medio de proteinas efectoras que son liberadas a través del SST3 de la
Isla de Patogenicidad de Salmonella 2 (SPI-2) (Swart y Hensel, 2012).

Salmonella es envuelta dentro de un fagosoma modificado conocido como Vacuola
Contenedora de Salmonella (VCS), donde el patdgeno puede sobrevivir y replicarse
contribuyendo a la diseminacion del microorganismo. Después de un periodo de adaptacion

de 3-4 horas, Salmonella tiene la capacidad de replicarse dentro de las VCS, que se
5



caracterizan por tener concentraciones limitadas de Mg®* y Fe?* ademés de un pH &cido, la
acidificacion dentro del fagosoma es necesaria para la supervivencia y replicacion
intracelular (Figueroa y Verdugo, 2005). Mediante los macréfagos Salmonella es capaz de

diseminarse a higado, bazo y vesicula biliar (Fig. 2).
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Fig. 2 Patogénesis molecular de Salmonella Typhi. Esta bacteria usa una variedad de factores de virulencia
durante la infeccion (Johnson R et al., 2018).

2.4. Resistencia a sales biliares en Salmonella

El efecto antimicrobiano de las sales biliares provoca varios mecanismos de resistencia
bacteriana, incluyendo la activacion de diferentes respuestas a estreses (estrés oxidativo y
pH bajo) (Sokol, 1995; Lechner, 2002), también activa genes involucrados en la proteccion
y sintesis de la membrana, asi como en reparacion de ADN (Kandell, 1991). Las sales
biliares igualmente alteran la conformacién de las proteinas, teniendo un efecto sobre su
plegamiento o desnaturalizandolas (Nikaido et al., 2008; Rince et al., 2003; Ruiz et al.,
2009).



La bilis es una solucién acuosa compuesta de elementos inorgénicos y organicos: cloro,
sodio, potasio, colesterol, fosfolipidos, pigmentos, inmunoglobulina A y en la mayor parte
se conforma por sales biliares (SBs). Este liquido tiene un rango de pH de 7.5-8.0, es
generalmente isotdnico con una osmolaridad de aproximadamente 300 mOsm/kg, los iones
inorganicos le atribuye la actividad osmotica. La principal funcion de la bilis es emulsificar
y solubilizar lipidos ingeridos en la dieta diaria, por lo tanto, tiene un papel fundamental en
la digestion de grasas. La concentracion de los acidos biliares en vesicula biliar son 300
mmol/l y cuando pasa al tracto gastrointestinal la concentracién disminuye a 10 mmol/Il
(Hofman, 1999).

Los acidos biliares primarios son el acido colico y quenodeoxycolico. Son sintetizados en el
higado a partir del colesterol (Hofmann, 1999). Metabolismo adicional en el higado resulta
en la formacion de sales biliares conjugadas mediante la unién de alguno de estos dos
amino&cidos glicina o taurina a la cadena lateral de estos diversos &cidos biliares. Estas
sales biliares son concentradas y almacenadas en la vesicula biliar hasta que la circulacion

enterohepatica se activa por la ingesta de alimentos (Ridlon et al., 2006) (Fig. 3).
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Fig, 3 Los acidos biliares sintetizados en el higado y almacenados en la vesicula biliar entran en el intestino
delgado a través del duodeno, donde alcanzan concentraciones milimolares (Foley M et al., 2019).

Ademas de su funcion en la digestion de grasas, los &cidos biliares desempefian un
papel importante en el mantenimiento de la funcidén de barrera intestinal, como agentes

antimicrobianos que ayudan a determinar la composicion del microbioma intestinal.

3. ANTECEDENTES

Las sales biliares son esenciales para la digestion de los lipidos, actian como un
detergente ayudando a emulsionar las grasas en el intestino delgado, otra funcién
importante es el efecto antimicrobiano. La resistencia a sales biliares es una presion
selectiva en el intestino que controla la presencia de algunos microrganismos.

Las bacterias resisten a las sales biliares a través de diferentes mecanismos que incluyen

bombas de expulsidn, alteracién en la composicion lipidica, proteica de su membrana y la
8



reparacion de ADN (Bernstein et al., 1999; Kristoffersen et al., 2007; Prieto et al., 2006).
Las sales biliares actian como agente antimicrobiano generando principalmente dafio a
nivel de membrana (Nikaido et al., 2008; Rince et al., 2003; Ruiz et al., 2009).

Las bacterias entéricas son un grupo de microorganismos que han desarrollado
mecanismos que les permiten sobrevivir y proliferar dentro del tracto gastrointestinal.
Escherichia coli (E. coli) es un patdgeno entérico que ha servido como modelo para el
estudio de la resistencia a sales biliares, se demostrd6 que en presencia de &cido
guenodeoxicolico y deoxicolato de sodio aumentd la expresion del gen sulA, este gen forma
parte de la respuesta SOS de la bacteria. sulA actia como una pequefia molécula que
detiene la formacion del anillo FtsZ en la division celular (Jones y Holland, 1985). Por otra
parte, Bernstein et al. (1999) evaluaron el efecto del deoxicolato de sodio,
guenodeoxicolato de sodio, ursodeoxicolato y glicolato de sodio en cepas de E. coli y
observaron la expresion de genes involucrados en diferentes tipos de procesos biolégicos
como desintoxicacion (micF, catG), reguladores transcripcionales (merR, ada) y

metabolismo (zwf).

Salmonella tiene la habilidad de colonizar la vesicula biliar donde hay altas
concentraciones de bilis. Esta colonizacion es la responsable del estado de portador

cronicos asintomatico infectados con S. Typhi que actian como reservorio del patdgeno.

En Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) los genes wec participan en la sintesis y
ensamblaje del antigeno comun enterobacterial (ACE), mutantes de estos genes sugieren
que el ACE esté involucrado en la deteccion de sales biliares en el intestino (Ramos et al.,
2003). TolC es una proteina de expulsion localizada en la membrana externa de S.
Typhimurium y se cree que ayuda en la eliminacion del deoxicolato (Prouty et al, 2002).
Una mutante en el sistema de transduccion de sefiales PhoPQ incrementa la resistencia a
sales biliares, sin embargo, no se conoce como el sistema de dos componentes participa en
este mecanismo (Van Velkinburgh y Gunn, 1999). Recientemente en nuestro laboratorio se
ha demostrado que el regulador tipo LysR LtrR (STY0036) participa en resistencia a la sal

biliar deoxicolato de sodio en S. Typhi, LtrR activa de forma directa la expresion del
9



regulador OmpR y este a su vez induce la sintesis de la proteina de membrana externa
OmpC en presencia de deoxicolato de sodio (Villarreal et al., 2014), no obstante, los
mecanismos por los cuales la bacteria detecta, metaboliza, resiste e inactiva la bilis

requieren ser elucidados.
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4. OBJETIVOS

4.2. Objetivo general

e Determinar la funcion del clister STY0034-STYO0041 en la resistencia a sales
biliares en S. Typhi.

4.3. Objetivos particulares

e Generar mutantes en los genes STY0034, STY0035, STY0036 STYO0038,
STY0039, STY0040 y STY0041.
e Evaluar el efecto de estas mutaciones en la resistencia a la sal biliar deoxicolato

de sodio.
e Complementar las mutantes generadas con su respectivo gen silvestre.
e Estudiar la regulacion genética del clister STY0034-STY0041.

11



5. MATERIALES Y METODOS

5.2. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio

En la tabla 1 se enlistan las cepas utilizadas y sus caracteristicas.

Tabla 1. Cepas bacterianas.

Cepa Descripcion Referencia
E.coli
DH5a ®80d/lacZAM15 A (lacZY A-argF) U169 Gibco BRL
recAl endAl hsdR17 (rk-mk+) phoA
SuE44 A-thi-1 gyrA96 relA! Nal®
S. enterica serovar Typhi
Salmonella enterica serovar Typhi 9.12,d,  Puente et al.,
IMSS-1 serotipo Vi. Aislado clinico mexicano. 1987
IMSS-1 ASTY0036 (AltrR) IMSS-1 ASTY 0036 Villarreal et
al., 2014.
IMSS-1 AltrRP1 Se elimind la caja -10 del promotor 1 de
ItrR
IMSS-1 AltrRP2 Se elimind la caja -10 del promotor 2 de
ItrR
IMSS-1 AompR IMSS-1 AompR Villarreal et
al., 2014.

IMSS-1 ASTY0034
IMSS-1 ASTY0035
IMSS-1 ASTY0038
IMSS-1 ASTY 0039
IMSS-1 ASTY 0040
IMSS-1 ASTY0041
IMSS-1 AltrR+pACY/ompR

IMSS-1 ASTY0034+pACY/ompR
IMSS-1 ASTY0035+pACY/ompR
IMSS-1 ASTY0038+pACY/ompR
IMSS-1 ASTY0039+pACY/ompR
IMSS-1 ASTY0040+pACY/ompR
IMSS-1 ASTY0041+pACY/ompR

IMSS-1
ASTY0035+pACY/ompR+pWSK/STY0035

IMSS-1
ASTY0038+pACY/ompR+pWSK/STY0038

IMSS-1 ASTY 0034
IMSS-1 ASTY0035
IMSS-1 ASTY0038
IMSS-1 ASTY0039
IMSS-1 ASTY0040
IMSS-1 ASTY0041

IMSS-1 AltrR con el plasmido
pACY/ompR. CmR

IMSS-1 ASTY0034 con el plasmido
pACY/ompR. Cm®

IMSS-1 ASTY0035 con el plasmido
pACY/ompR. Cm®

IMSS-1 ASTY0038 con el plasmido
pACY/ompR. Cm®

IMSS-1 ASTY0039 con el plasmido
pACY/ompR. Cm®

IMSS-1 ASTY0040 con el plasmido
pACY/ompR. Cm®

IMSS-1 ASTY0041 con el plasmido
pACY/ompR. Cm®

IMSS-1 ASTY0035 con los plasmidos
pARCY/ompR y PWSK/STY0035. CmF,
Ap

IMSS-1 ASTY0038 con los plasmidos
pARcv/ompR y pWSK/STY0038. CmF,
Ap
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IMSS-1
ASTY0039+pACY/ompR+pWSK/STY0039

IMSS-1
ASTY0040+pACY/ompR+pWSK/STY0040-
STY0041

IMSS-1
ASTY0041+pACY/ompR+pWSK/STY0041

IMSS-1
ASTY0035+pACY/ompR+pKK/STY0035
IMSS-1
ASTY0038+pACY/ompR+pKK/STY0038
IMSS-1
ASTY0039+pACY/ompR+pKK/STY0039
IMSS-1
ASTY0040+pACY/ompR+pKK/STY0040-
STY0041

IMSS-1
ASTY0041+pACY/ompR+pKK/STY0041

IMSS-1 ASTY0039 con los plasmidos
pARCY/ompR y pWSK/STY0039. CmF,
Ap

IMSS-1 ASTY0040 con los plasmidos
pACY/ompR y pWSK/STY0040-
STY0041. CmR, ApR

IMSS-1 ASTY0041 con los plasmidos
pAgY/ompR y pPWSK/STY0041. CmF,
Ap

IMSS-1 ASTY0035 con los plasmidos
pACY/ompR+pKK/STY0035 Cm~®, Ap®
IMSS-1 ASTY0038 con los plasmidos
pACY/ompR+pKK/STY0038 Cm®, Ap®
IMSS-1 ASTY0039 con los plasmidos
pACY/ompR+pKK/STY0039 Cm®, Ap®
IMSS-1 ASTY0040 con los plasmidos
pACY/ompR+pKK/STY0040-STY0041
cm®, Ap®

IMSS-1 ASTY0041 con los plasmidos
PACY/ompR+pKK/STY0041 Cm~, Ap®

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

IMSS-1 Ahns STYhns99::Km® mariner Flores-
Valdez et al.,
2003
5.3. Plasmido utilizado en este estudio
Tabla 2. Plasmidos utilizados y sus caracteristicas.
Plasmido Descripcion Referencia
pKK232-8 Derivado del plasmido pBR322, contiene el gen Pharmacia LKB
reportero Cloranfenicol Acetiltranferasa (CAT) sin  Bitechnology
su promotor, Ap~.
pKK232- pKK232-8 conteniendo 584 pb rio arribay 224 pb  Este trabajo.
8/STY0034 rio abajo del ATG del gen STY0034. Ap™
pKK232- pKK232-8 conteniendo 459 pb rio arribay 103 pb  Este trabajo.
8/STY0035 rio abajo del ATG del gen STY0035. Ap™
pKK232- pKK232-8 conteniendo 471 pb rio arriba y 90 pb Villarreal et al.,
8/STY0036 rio abajo del ATG del gen STY0034. Ap® 2014.
pKK232- pKK232-8 conteniendo 509 pb rio arribay 147 pb  Este trabajo.
8/STY0038 rio abajo del ATG del gen STY0034. Ap™
pKK232- pKK232-8 conteniendo 516 pb rio arriba y 80 pb Este trabajo.
8/STY0039 rio abajo del ATG del gen STY0039. Ap™
pKK232- pKK232-8 conteniendo 537 pb rio arriba 'y 1044 pb  Este trabajo.
8/STY0040 rio abajo del ATG del gen STY0041. Ap®
pKK232- pKK232-8 conteniendo 537 pb rio arribay 167 pb  Este trabajo.
8/STY0041 rio abajo del ATG del gen STY0041. Ap®
pKK232- pKK232-8 conteniendo 645 pb rio arribay 450 pb  Este trabajo.
8/STY0034 rio abajo del ATG del gen STY0034. Ap®
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pKK232- pKK232-8 conteniendo 517 pb rio arribay 584 pb  Este trabajo.

8/STY0035 rio abajo del ATG del gen STY0035. Ap®

pKK232- pKK232-8 conteniendo 591 pb rio arribay 513 pb  Este trabajo.

8/STY0038 rio abajo del ATG del gen STY0038. Ap™

pKK232- pKK232-8 conteniendo 564 pb rio arriba y 1863 pb  Este trabajo.

8/STY0039 rio abajo del ATG del gen STY0039. Ap™

pKK232- pKK232-8 conteniendo 699 pb rio arriba 'y 2620 pb  Este trabajo.

8/STY0040 rio abajo del ATG del gen STY0041. Ap®

pKK232- pKK232-8 conteniendo 699 pb rio arribay 921 pb  Este trabajo.

8/STY0041 rio abajo del ATG del gen STY0041. Ap®

pKK232- pKK232-8 conteniendo 471 pb rio arriba 'y 90 pb Villarreal et al.,

8/STY0036 rio abajo del ATG del gen STY0036. Ap® 2014.

pKK232-8/PlompR- pKK232-8 conteniendo el promotor 1 de ompR. Villarreal et al.,

134-1 Ap® 2014.

pKK232-8/P20mpR- pKK232-8 conteniendo el promotor 2 de ompR. Villarreal et al.,

383-133 Ap® 2014,

pACY/ompR pACY1871 contiene la regién promotora y Villarreal et al.,
codificante de ompR. Ap®, Cm® 2014.

pWSK29 Derivado del pLG339conteniendo un origen Wang y Kushner,
pSC101. Ap® 1991

pWSK29-STY0036  pWSK29 conteniendo 369 pb rio arriba y 145 pg Villarreal et al.,
rio abajo del ATG de STY0036. Ap® 2014,

pWSK/STY0034 pWSK29 conteniendo 645 pb rio arriba y 450 pb Este trabajo.
rio abajo del ATG del gen STY0034. Ap™

pWSK/STY0035 pWSK?29 conteniendo 517 pb rio arriba y 584 pb Este trabajo.
rio abajo del ATG del gen STY0035. Ap®

pWSK/STY0038 pWSK?29 conteniendo 591 pb rio arriba 'y 513 pb Este trabajo.
rio abajo del ATG del gen STY0038. Ap®

pWSK/STY0039 pWSK29 conteniendo 564 pb rio arribay 1863 pb  Este trabajo.
rio abajo del ATG del gen STY0039. Ap®

pWSK/STY0040 pWSK29 conteniendo 699 pb rio arribay 2620 pb  Este trabajo.
rio abajo del ATG del gen STY0041. Ap®

pWSK/STY0041 pWSK29 conteniendo 699 pb rio arriba 'y 921 pb Este trabajo.
rio abajo del ATG del gen STY0041. Ap®

pKD4 Derivado de pANTSy. Contiene el gen de Datsenko y
resistencia a Km, flanqueado por FRTs. Warnner, 2000

pKD46 Derivado de pINT-ts, contiene el sistema de Datsenko y
recombinacion del fago A rojo, bajo el promotor Warnner, 2000
inducible por arabinosa. Ap®

pCP20 Plasmido termosensible, expresa la recombinasa Cherepanov y

FLP; Ap?. CmR Wackerangel, 1995
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5.4.

Oligonucledtidos utilizados en este estudio

Los oligonucledtidos aplicados en la amplificacion de las regiones intergénicas 5
de los genes STY0034, STY0035, STY0038, STY0039, STY0040 y STY0041 se disefiaron
empleando el programa OLIGO 6, despues fueron sintetizados por la Unidad de Sintesis del
Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Tabla 3. Oligos utilizados y su secuencia.

Secuencia

Direccion 5 3°

STY0034-BamHIF
STYO0034-KpnIR
STY0035-BamF
STY0035-KpnR
STY0038-509BaHF
STY0038+147KpR
STY0039-516BaHF
STY0039+80KpR
STYO0040-BamHIF
STYO0040-KpnIR
STYO0041-KpnIR
STY0035-517BamF
STY0035+584KpnR
STY0038-591BamFC
STY0038+513KpnRC
STY0039-564BamF
STY0039+1863KpR
STY0041-699BaF
STY0040+2620KpR
STY0041+921KpnR
STY0039+2183KpR
STY0041-967BamF
STY0040+2862KpR
STY0034-H1P1
STY0034-H2P2
STY0035-H1P1
STY0035-H2P2
STY0038-H1P1
STY0038-H2P2
STY0039-H1P1
STY0039-H2P2
STYO0040-H1P1
STY0040-H2P2
STY0041-H1P1
STY0041-H2P2

CGG GAT CCC AGT AGC AGC AGT CCTTTC CG

GGG GTACCT CGT TTT ACCGTT GCATGA GG

CGG GAT CCAGCCCTGGTTGCATTT CCTTCAG

GGG GTACCA ACG CGC ACG CATTAGCGT CACC

CGG GAT CCT TAATTC AGA TAT AGA CAA CGA GCG

GGG GTACCAATCTCTTGT TGT GCATGATTC AGC

CGG GAT CCATTT AAT GGG TTT AAT TGG GGT AGC

GGG GTACCG CGT TAT TGG TAT CGATTT TCT GG

CGG GAT CCG GCT GCG GAATACAGCC

GGG GTACCGCTTTCCACACTTCGCCGCG

GGG GTA CCG CAAAGCCGCCTACCGGACG

CGG GAT CCT TTG TAA ACG AAG AAG AGCC

GGG GTACCAGCA ATT AAC AGT GCT ACG C

CGG GAT CCATCGATTTTCTGG TTAATCG

GGG GTACCT TTAGCC AGG AAAAACAGCC

CGG GAT CCATCATTGTAAGTGTGCGTGC

GGG GTACCATAG GGATAC AAACCGCACC

CGG GAT CCT AAT GAC TAAGTT AGG ACG G

GGG GTA CCC AAG AAATCA ATA AAG AGA CG

GGG GTA CCA AGA CAAACCAATGCACAGC

GGG GTA CCT GCC TAA AGG TAATAT CACCTATGG

CGG GAT CCT AGC CCT GCT GTT TTA GCA GAT TGG

GGG GTA CCT AAA ATA AAC CTA AAC ACG ATG ACC

CAC AGG AGT GAA AGT AAA ATG AAG TCT ATG CGT TGC GTC ATA
TGC GGT CTG CTACGC GGT TCA GTC ATA GAC AAT GCG TAG CAA
TCA AAA CGG AGT GAATTC ATG AGA CAATAT ACT ATT AAT AAC
GGT CTA CAG ACT TTATCT TCA GAT AAA CGG CGC TAA AAA GAA
AAC CCATTA AAT AAC ATC ATG ACT ATT TAT TTAATT AAC AGC
TGATAATAATGT TGG CAT CTACTT TAATAC CCG TTC GAG GCA
ATT AAT AAG GAA AAA CGT ATG AAT AAG AAA AAT TCG TCA ATG
GCC GCATAACATACT TAGTTATGC AAACAG CGG CATTTT GTA
TTAATG TAG CGT AAATGG ATG GTT TAT ATG AAC A AAAAGTTT
ACC GCATAACAT TAT GGC TTATTT GCT AAT ATC ATC CAC GCG
TAC CTC ATG GAG TTG AGC ATG AAA AAT AAG AAATAT ATT AAT
CAT CAAGTT TAT TAATTATTA AAA CTT GAA GCC GAT CAG GAT
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5.5.  Medios de cultivo

S. Typhi y E. coli fueron crecidas en condiciones aerobias a 37°C con o sin
agitacion (200 rpm) en medio LB (NaCl 10g/l, triptona 10g/l y extracto de levadura 5g/l)
suplementado con la sal biliar deoxicolato de sodio (Sigma Chemical, St. Lous, MO)
cuando fue requerido. Medio Minimo N (MM-N) (KCI 0.3725 g¢/l, (NH4).SO4 0.99 g¢/I,
K>SO, 0.08 g/l, KH,PO,40.136 g/l, Tris HCI pH 7.5 100 mM o 200 mM 50 ml, MgCl, 1M
200 pl, glicerol 5 ml y casaminoacidos 1 g/l) (Deiwick et al., 1999).

Cuando fue necesario, se afiadieron los siguientes antibioticos al medio de cultivo:
kanamicina (Km) 30 pg/ml, ampicilina (Ap) 200 ug/ml y cloranfenicol (Cm) 34 pg/ml. X-
gal (5-bromo-4-cloro-3-indolin-p-D-galactopiranésido) para la seleccion de las células

recombinantes. Para preparar medio solido se afiadié 15g/l de agar.

5.6. Manipulacion de ADN

El ADN gendémico de S. Typhi se aisl6 por medio de un kit comercial (Promega
Madison). El disefio de oligonucleotidos se realizé con el programa OLIGO 6 y fueron
generados en la Unidad de Sintesis del Instituto de Biotecnologia-UNAM. Los productos
de PCR se obtuvieron en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Thermo Fisher
Scientific), las enzimas de restriccion, ligasas, polimerasas y nucle6tidos son de New
England Biolabs y Gibco BRL. Los plasmidos y productos de PCR fueron purificados con
High Pure Plasmid Isolation Kit y High Pure PCR Purification Kit (Roche Applied Science,

Germany) respectivamente.

5.7. Construccién de cepas mutantes

Para la obtencidén de las mutantes de los genes STY0034, STY0035, STY0038,
STY0039, STY0040 Y STY0041 se utiliz6 la técnica descrita por Datsenko y Warner,

2000. Esta metodologia consiste en reemplazar una secuencia cromosémica, por un gen de
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resistencia a un antibidtico, en este caso utilizamos el casete de kanamicina. Se genera un
producto de PCR utilizando oligonucle6tidos con extensiones homologas correspondientes
al gen a eliminar. Estas extensiones permitiran la recombinacion mediante la recombinasa
Red en las regiones flanqueadas al gen. Después de la seleccion de mutantes, la resistencia
al antibidtico puede ser eliminada utilizando el plasmido pCP20 que expresa la
recombinasa FLP, actuando sobre las secuencias repetidas FRT adyacentes al gen del

antibidtico. Las cepas mutantes se verificaron por PCR’s y por secuenciacion.

5.8. Curvas de crecimiento en medio LB suplementado con 5% de
deoxicolato de sodio

Para determinar la velocidad de crecimiento, S. Typhi IMSS-1 y las mutantes del
claster STY0034-STY0041 fueron crecidas en LB con deoxicolato de sodio al 5%, primero
se crecid cada una de estas cepas en placas de agar LB, que se incubaron durante 24 h a
37°C.

Después se inoculd una colonia en tubos de ensayo con 5 ml de LB liquido, incubandose a
37°C durante 12 h. De estos preindculos se tomé en condiciones estériles 1 ml del cultivo
para calcular la DOsgs de cada cepa y asi inocular cada matraz de LB suplementado con
deoxicolato de sodio con el mismo nimero aproximado de células. Una vez inoculados los
matraces se midié la DOsgs inicial de cada cultivo y posteriormente se fue midiendo cada

hora por un periodo de 12h. Se realiz6 por duplicado.

5.9. Complementaciones

Para realizar la complementacion de cada mutante ASTY0034, ASTY0035,
ASTY0038, ASTY0039, ASTY0040 Y ASTYO0041, se clonaron en los plasmidos pWSK29
y pKK232-8 las regiones promotoras y codificantes de cada gen. Todas las construcciones
fueron introducidas en las mutantes correspondientes por electroporacion. Ademas, a cada
una de las cepas complementadas se afiadio el plasmido pACY/ompR el cual contiene el
promotor y el gen nativo de ompR. Los plasmidos recombinantes fueron purificados por kit

High Pure Plasmid Isolation (Roche Aplied Science) y verificados por secuenciacion.
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5.10. Purificacion y electroforesis de proteinas de membrana externa

Las proteinas de membrana externa se aislaron de las cepas S. Typhi IMSS-1y de
cada una de las mutantes del cluster ASTY0034, ASTY0035, ASTY0038, ASTY0039,
ASTY0040 Y ASTYO0041, asi como de cada una de las cepas complementadas con sus
respectivos plasmidos crecidas en MNN como se describe a continuacion: Las cepas a
evaluar se crecieron en placas de LB con el antibi6tico correspondiente durante 24 h a
37°C. Después se inoculo una colonia aislada en 7 ml de LB liquido, se incub6 en agitacion
a una temperatura de 37°C durante 16 h, se tomaron 3 ml del preinoculo y fueron
centrifugados, se lavo la pastilla celular con MM-N, nuevamente se centrifugo y el pellet
fue resuspendido en 500 ul de MM-N, se inocularon matraces de 250 ml que contenia 50
ml de MM-N hasta alcanzar una DOsgs de 0.6, se recolectaron 15 ml del cultivo y se
centrifugd a 7000 rpm durante 8 min a una temperatura de 4°C, las pastillas se
resuspendieron en 1 ml de buffer fosfato (Na;HPO,4, pH 7.2 10 mM), se centrifugaron 2
min a 12000 rpm a temperatura ambiente, se elimind el sobrenadante y la pastilla
conteniendo las proteinas de interés, se resuspendié en 500 ul de buffer fosfato, se
resuspenden las células por medio de un vortex. Posteriormente se lisaron las células
usando un sonicador Vibra Cell (Sonics and Materials, Inc), utilizando el siguiente
programa durante 3 min (9.9 s ON — 9.9 s OFF) se repite dos veces para cada muestra,
después se centrifuga a 12000 rpm durante 2 min a temperatura ambiente, se recolecta el
sobrenadante en tubos eppendorf nuevos y se centrifugo 1h a 12000 rpm a 4°C. Las
proteinas de membrana externa (PME) se solubilizaron resuspendiéndose en 500 ul de
buffer fosfato suplementado con 2% de Triton X-100 durante 30 min a 37°C. Finalmente se
centrifugo 1h a 12000 rpm a 4°C, se desechd el sobrenadante y la pastilla fue lavada con
buffer fosfato, una vez mas se centrifugo 1h a 12000 rpm a 4°C y se elimin0 el
sobrenadante para solo tener las PME, por ultimo se afiadio 50 ul de PBS 1X pH 7.4. Las
PME se cuantificaron con el kit BCA Protein Assay Kit Reagent, se tomaron 15 ug de cada
muestra para ser analizadas por electroforesis en un gel de poliacrilamida (12% SDS-
PAGE) y se separaron a un voltaje de 10 mA durante 17 h. Las PME se visualizaron

mediante tincidn con azul de Coomassie.
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5.11. Electroforesis en gel de 2 dimensiones de proteinas de membrana
externa

Las cepas S. Typhi IMSS-1, ItrRAP2 y ItrRAP1 se crecieron en placas de LB
durante 24 h a 37°C. Después se inoculo una colonia aislada en un matraz que contenia 12
ml de LB liquido, se incub6 en agitacion a una temperatura de 37°C durante 16 h, se
tomaron 10 ml del preinoculo y fueron centrifugados, se lavé la pastilla celular con MM-N,
nuevamente se centrifugo y el pellet fue resuspendido en 500 ul de MM-N, se inocularon
matraces Fernbach que contenia 500 ml de MM-N. Posteriormente se recolectaron los 500
ml del cultivo a una DOsgs de 0.6 y se centrifugd a 7000 rpm durante 8 min a una
temperatura de 4°C. Las pastillas fueron lavadas con 35 ml de buffer fosfato (Na,HPO,, pH
7.2 10 mM), se centrifugo 2 min a 12000 rpm a temperatura ambiente, se elimino el
sobrenadante y la pastilla conteniendo las proteinas de interés, se resuspendié en 3 ml de
buffer fosfato, las células se resuspendieron con un vortex y se lisaron utilizando la prensa
de French; esta técnica consiste en romper las células por medio de presion, se aplicd una
presion de 900 psi, esto se realizara 5 veces a cada una de las muestras. Después se
centrifuga a 12000 rpm durante 2 min a temperatura ambiente, se recolecta el sobrenadante
en tubos eppendorf nuevos y se centrifugd 1h a 12000 rpm a 4°C. Las proteinas de
membrana externa (PME) se solubilizaron resuspendiéndose en 2.5 ml de buffer fosfato
suplementado con 2% de Triton X-100 durante 30 min a 37°C. Finalmente se centrifugd 1h
a 12000 rpm a 4°C, se desecho el sobrenadante y la pastilla fue lavada con 2.5 ml de buffer
fosfato, una vez mas se centrifugd 1h a 12000 rpm a 4°C y se elimind el sobrenadante para
solo tener las PME. La cuantificacion de proteinas se realiz6 utilizando la técnica de
Bradford.

El analisis de electroforesis en 2-DGE y el analisis de imagenes, se realizaron como
se ha reportado previamente (Encarnacion et al., 2003). La separacion de proteinas en un
gradiente de pH se realiz6 mediante electroforesis bidimensional en un gel de

poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (Sigma, USA). Para identificar el punto
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isoeléctrico se cargaron 50 ug de proteinas de membrana externa. Las PME se visualizaron

mediante tincion con azul de Coomassie.

5.12. Construcciones de fusiones transcripcionales al gen reportero cat

Se amplifico por PCR las regiones intergénicas de los genes STY0034, STY0035,
STY0038, STY0039, STY0040 Y STYO0041 utilizando la enzima Pfu Turbo® DNa
Polymerase (Stratagene). Los fragmentos de ADN obtenidos se digirieron con las enzimas
de restriccion BamHI y Kpnl, posteriormente se ligaron al plasmido pKK232-8 y se
transformaron por choque térmico en células de E. coli DH5a quimiocompetentes, las
recombinantes fueron seleccionadas mediante la resistencia a ampicilina. Los plasmidos
seleccionados se purificaron con el kit High Pure Plasmid Isolation (Roche Aplied Science)
siguiendo el protocolo correspondiente y cada uno fue secuenciado en la Unidad de
Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia-UNAM para corroborar que la secuencia
nucleotidica fuera la correcta. Posteriormente los plasmidos recombinantes con cada una de
las fusiones transcripcionales de los genes del cluster STY0034-STY0041 se transformaron
utilizando electroporacion en las cepas S. Typhi IMSS-1 y finalmente se realizaron las

cinéticas de expresion utilizando el gen reportero cat.

5.13. Ensayos de Actividad CAT

Las cepas por evaluar fueron crecidas en medio LB solido durante 24 h a 37°C sin
agitacion, se afiadié el antibidtico correspondiente. Posteriormente se selecciond una
colonia aislada y se inoculo en un tubo de ensaye con 7 ml de LB liquido durante 16 h a
37°C con agitacion (200 rpm), 3 ml de este cultivo fueron centrifugados, se lavaron con
MM-N y se inocularon en 50 ml de MM-N Tris 100 mM, los cultivos se incubaron a 37°C
(200 rpm) en condiciones aerobias, se colectaron muestras en diferentes puntos del
crecimiento bacteriano, DOsgs de 0.4, 06, 0.8, (1.5 ml) 1.0 (1 ml) y 1.2 (600 nl), estas
bacterias son centrifugadas a 13000 rpm por 2 min, posteriormente se retira el
sobrenadante, se lavan con 0.8 ml de TDTT (Tris-HCI pH 7.8 50 mM-DTT 30 uM)

finalmente se reuspendid en 0.6 ml de este antioxidante. Las muestras se sonican durante 3
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min (9.9 s ON — 9.9 s OFF) en un sonicador Vibra Cell (Sonics and Materials, Inc),
posteriormente se centrifugan durante 15 min a 13000 rpm y el sobrenadante se transfiere a

tubos Eppendorf.

La cuantificacion de proteinas totales se determina por el método
espectrofotométrico utilizando el BCA Protein Assay Kit Reagent (Pierce). Las proteinas
de la muestra reducen el Cu** a Cu*, el cual interacciona con el BCA (Acido Bicinconinico)
produciendo una coloracion cuantificable a 562 nm. En una placa de 96 pozos (Costar) se
afiadio 10 ul de cada extracto por duplicado, se afiadido una mezcla de la reaccion BCA, se
incubo la reaccién durante 30 min a 37°C y se determiné la concentracion de proteinas en

un lector Ceres 900-C (Bio-Tek Instruments, Inc.).

La actividad enzimética CAT se determiné espectrofotométricamente utilizando una
mezcla de Acetil Coenzima A (Acetil-CoA) 0.1mM, cloranfenicol 0.1mM y DNTB [acido
5,5-ditiobis (2-nitrobenzoico)] 1mM en Tris-HCI pH 7.8 0.1 M. La enzima cloranfenicol
acetil transferasa transfiere el grupo acetilo del acetil-CoA al cloranfenicol inactivandolo y
la CoA reducida reacciona con el DNTB produciendo CoA-disulfuro, 4&cido
trinitrobenzoico y tionitrobenzoico libre, compuesto que absorbe a 412 nm. En una placa de
96 pozos se colocd por duplicado 5 ul de cada extracto, agregando 200 ul de la reaccion
anterior y se determind la actividad CAT en un lector tipo Ceres a intervalos de 5s durante
5 min. La actividad especifica CAT (mol/min/mg) se obtuvo al dividir las unidades CAT

entre la concentracién de proteinas totales de cada muestra.
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6. RESULTADOS

6.2. STYO0036 (ltrR) participan en la resistencia a deoxicolato de sodio

En nuestro grupo de trabajo se ha descrito un regulador tipo LysR denominado
LtrR, el cual esta involucrado indirectamente en la resistencia a deoxicolato de sodio ya que
este factor transcripcional regula positivamente y de forma directa a ompR, posteriormente
la proteina OmpR induce la sintesis de las proteinas de membrana externa OmpC y OmpF y
siendo la porina OmpC el componente genético que se encuentra directamente involucrada

en la resistencia a deoxicolato de sodio (Villarreal et al., 2014).

ItrR consta de dos proteinas LtrR2 y LtrR1 codificadas a partir de promotores
ItrRP2 y ItrRP1. Mutaciones en la caja -10 de cada promotor fueron obtenidas. El perfil de
proteinas de membrana externa de la cepa ItrRAP2 carece de la porina OmpC y en la
mutante ItrRAP1 se observa la ausencia de OmpF (Fig. 4A). ItrRAP1 en el perfil de porinas
muestra la presencia de OmpC y como previamente se menciond la proteina OmpC es la
porina requerida para la resistencia a sales biliares, por esta razon decidimos evaluar la tasa

de crecimiento de esta mutante en deoxicolato de sodio (Fig. 4B).
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Fig. 4 A) Perfil de proteinas de membrana externa de las cepas S. Typhi IMSS-1 wt, ItrRAP1 y ItrRAP2
en MM-N. B) Curva de crecimiento en LB + 5% de deoxicolato de sodio de las cepas S. Typhi IMSS-1
wt, [trRAP1 y ItrRAP2. Con flechas se indican las proteinas de membrana en kDa.
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En la figura 4B se muestra la curva de crecimiento de las cepas IMSS-1 wt, ItrRAP1
y ItrRAP2. La cepa ItrRAP1 a pesar de expresar OmpC no es capaz de crecer en presencia
de deoxicolato de sodio, en el caso de la mutante ItrRAP2 el fenotipo de sensibilidad a

deoxicolato de sodio es explicable debido a la perdida de OmpC.

6.3. LtrR1y LtrR2 son requeridos para sintetizar los niveles
necesarios de la porina OmpC en MM-N

Debido a que la cepa ItrRAP1 presenta la porina OmpC y es sensible a deoxicolato
de sodio, nosotros realizamos geles de dos dimensiones de proteinas de membrana externa
de la cepa silvestre IMSS-1, asi como de las mutantes ItrRAP2 y ItrRAP1 en MM-N
(Deiwick et al., 1999) (Fig. 5). Los resultados muestran que en la cepa silvestre hay 6
isoformas para OmpF y 4 isoformas para OmpC, en la cepa ItrRAP2 se abate la expresion
de las 4 isoformas de OmpC mientras que en la cepa ItrRAP1 disminuye la expresion de
OmpC. Estos resultados nos indican que la cepa mutante en AltrRP2 es sensible a
deoxicolato de sodio por la pérdida de las 4 isoformas de OmpC y la cepa ItrRAP1 es
sensible a esta sal biliar debido a que las isoformas 6, 8 y 9 de OmpC disminuyen su
expresion, por lo tanto, existen menos cantidad de esta porina en la membrana externa,
provocando la sensibilidad a deoxicolato de sodio (Tabla 4). La mutante ItrRAP1 pierde las
6 isoformas de OmpF, esto nos sugiere que LtrR1 es indispensable para sintetizar cada una

de las isoformas de la proteina de membrana externa OmpF.
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Fig. 5 Gel de 2 Dimensiones de las cepas IMSS-1 wt, ItrRAP2 y ItrRAP1 en MM-N. Con una flecha y

namero (1-10) se marcan los spots que corresponde a OmpC (6, 8,9y 10) y OmpF (1, 2,3,4,5y 7).

Tabla 4. Proteinas de membrana externas expresadas en MM-N. Se indica el nimero de
spot y la densidad dptica de cada porina en las cepas IMSS-1 wt, ItrRAP1 y ItrRAP2.

DO

Spot Proteina IMSS-1 wt ItrRAP2 ItrRAP1
1 OmpF 204.2 686.8 ND
2 OmpF 347.5 349.4 ND
3 OmpF 2878.8 2861.8 ND
4 OmpF 600.08 612.3 ND
5 OmpF 31.6 71.9 ND
6 OmpC 57.1 19.9 69.3
7 OmpF 116.8 114.5 ND
8 OmpC 1809.4 76.6 816.1
9 OmpC 299.2 58.7 88.3
10 OmpC 3.4 ND 1.2

Lo anterior demuestra que los dos promotores de ItrR son fundamentales para la adecuada

sintesis de OmpC en S. Typhi.
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ItrR se encuentra localizado en la parte central de un grupo de proteinas hipotéticas
STY0034, STYO0035, ItrR, STY0038, STY0039, STY0040 y STY0041, los cuales poseen
un porcentaje de G-C del 35 al 45%, este valor de G-C difiere considerablemente de la
cantidad de G-C del genoma de S. Typhi (G-C 50%), por lo tanto es posible que este
conjunto de genes podrian estar involucradas en la resistencia a sales biliares en S. Typhi

como ItrR.
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Fig. 6 Representacion esquematica del clister STY0034-STY0041. La figura incluye el porcentaje de
Citocina-Guanina.

6.4. Elcluster STY0034-STY0041 esta involucrado en la resistencia a
sales biliares

De manera interesante el regulador LtrR esta localizado en el clister STY0034-
STY0041 (Fig.6) estos genes comparten un porcentaje similar de GC (35-45%) entre ellos,
sugiriendo que este locus se obtuvo por transferencia horizontal y que este grupo de genes
podrian participar en un mismo proceso bioldgico. Considerando que LtrR tiene un papel
en la resistencia a deoxicolato de sodio, decidimos evaluar si el resto de los componentes
del clister STY0034-STY0041 participa en el mecanismo de resistencia a sales biliares.
Para responder si los genes STY0034, STY0035, STYO0038, STY0039, STY0040 y

STYO0041 participan en la resistencia a la sal biliar deoxicolato de sodio, se generaron
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deleciones de cada uno de estos genes utilizando la técnica de Datsenko y Warnner (2000),
posteriormente se realizd una curva de crecimiento en LB suplementado con 5% de

deoxicolato de sodio (Fig.7).
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Fig. 7 Curva de crecimiento de las cepas S. Typhi IMSS-1, AltrR, ASTY0034, ASTY 0035, ASTY0038,
ASTY 0039, ASTY0040 y ASTY0041 en medio LB suplementado con deoxicolato de sodio 5%.

La cepa S. Typhi IMSS-1 se utiliz6 como control positivo y la cepa mutante en
AltrR como control negativo. Como se observa en la figura 7, la tasa de crecimiento de las
mutantes disminuyd con respecto a la cepa silvestre. Estos datos nos sugieren que este
conjunto de genes esta implicado en el mecanismo de resistencia a deoxicolato de sodio.
Previamente demostramos que ItrR, componente del cluster STY0034-STY0041, controla
positivamente a ompR y OmpR promueve la sintesis de OmpC. Nuestro estudio demuestra
que tanto en AltrR, AompR y AompC se encuentra ausente OmpC (Villarreal et al., 2014),
por lo tanto, estas cepas son sensibles a deoxicolato de sodio. Debido a lo anterior
realizamos el perfil de proteinas de membrana externa de cada una de las mutantes del
cluster STY0034-STY0041 (Fig. 8).
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Fig. 8 Perfil de proteinas de membrana externa de las mutantes del clister STY0034-STY0041 en MM-
N a un DOsgs de 0.6. Como control positivo se utilizé la cepa S. Typhi IMSS-1 y la cepa AltrR como
control negativo. Con las flechas se indican las porinas més abundantes OmpC, OmpF y OmpA. MPM:
Marcador de peso molecular en kDa.

AltrR

Como se puede observar en la figura 8, las mutantes ASTY0034, ASTY0035 y
ASTY0039 carecen de OmpC, lo cual explica porque estas cepas son sensibles a
deoxicolato de sodio. Sin embargo, las cepas ASTY0038 y ASTY0041 so6lo presentan a
OmpC, es posible que en estas mutantes OmpC se encuentre disminuida, razén por la cual
estas bacterias son sensibles a deoxicolato de sodio. Finalmente, en la cepa ASTY0040

observamos la ausencia de ambas porinas OmpC y OmpF al igual que en la mutante AltrR.

6.5. Restablecimiento de la sintesis de proteinas de membrana externa
de cada mutante del clister STY0034-STY0041

Para corroborar que el clister STY0034-STY0041 es importante para el crecimiento
de S. Typhi en presencia de deoxicolato de sodio, se procedié a complementar cada mutante
de manera individual con el vector pWSK29 (6-8 copias) (Wang and Kushner 1991),
conteniendo la region reguladora y la zona codificante del gen correspondiente:
PWSK/STY0035, pWSK/STY0038, pWSK/STY0039, pWSK/STY0040 y
PWSK/STY0041, las mutantes se transformaron con su respectivo plasmido de
complementacion y se procedio a realizar un perfil de proteinas de membrana externa en
MM-N a DOsgs 0.6. Sin embargo, en ninguna de las mutantes individuales de los genes
STY0034-STY0041 fue posible restablecer el fenotipo silvestre (Datos no mostrados).
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Debido a el resultado anterior el cual indica que los genes del clister STY0034-
STY0041 regulan la sintesis de OmpC y OmpF posiblemente a través de OmpR, decidimos
complementar cada una de las mutantes ASTY0034, ASTY0035, ASTY0038, ASTY0039,
ASTY0040 y ASTY0041 utilizando el vector pACY/ompR el cual contiene el promotor y el
gen nativo de ompR, de esta forma comprobaremos si al aumentar la cantidad de la proteina
OmpR se puede restablecer el perfil de porinas y por lo tanto, la resistencia de cada una de
estas cepas a deoxicolato de sodio (Fig. 9). Evaluamos el crecimiento de estas cepas
complementadas en medio LB adicionado con deoxicolato de sodio, pero ninguna de ellas

fue capaz de crecer a los niveles de la cepa silvestre (Fig. 11).
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Fig. 9 Perfil de proteinas de membrana externa de las mutantes del clister STY0034-STY0041
complementadas con el pladsmido pACY/ompR en MM-N. Como controles se utilizaron las cepas IMSS-
1 wt, AompR y AompR/pACY/ompR. Con flechas se indican las proteinas OmpC, OmpF y OmpA.
MPM: marcador de peso molecular en kDa.
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El gel de la figura 9 muestra que la presencia del plasmido pACY/ompR ocasiona
un aumento en la sintesis de OmpC vy la desaparicién de la porina OmpF, como se muestra
en las cepas ASTY0034+pACY/ompR, ASTY0035+pACY/0ompR y
ASTY0039+pACY/ompR. En las cepas AltrR+pACY/ompR y ASTY0040+pACY/ompR

solo se restablecio la sintesis de OmpC.
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Considerando el resultado anterior decidimos transformar en cada una de las
mutantes ASTYO0035, ASTY0038, ASTY0039, ASTY0040 y ASTYO0041 el vector
pACY/ompR vy el plasmido pWSK29 (bajo nimero de copias) albergando el gen
correspondiente de cada mutacion, también en nuestras mutantes realizamos otro juego de
complementacion: pACY/ompR y pKK232-8 (Hernandez-Lucas et al. 2008) (mediano
namero de copia) conteniendo el gen correspondiente para complementar cada cepa
mutante y se realizaron perfiles de porinas para determinar si la cantidad de las proteinas
del claster STY0034-STY0041 influye en el restablecimiento de la sintesis de OmpC y
OmpF (Fig. 10).
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Fig. 10 Perfiles de proteinas de membrana externa de las mutantes del cldster STY0034-STY0041
complementadas con el plasmido pACY/ompR y el vector pWSK29 o pKK232-8 conteniendo el gen
correspondiente para complementar las cepas mutantes. Con flechas se indican las proteinas de
membrana externa OmpC, OmpF y OmpA. Cada una de las muestras fue colectada a una DOxgsy, de
0.6 en MM-N. MPM: marcador de peso molecular en kDa.

En la figura 10 podemos observar que las cepas mutantes complementadas con

pACY/ompR y pWSK29 conteniendo el gene correspondiente de cada mutacion, se

restablece parcialmente el perfil de porinas de S. Typhi IMSS-1. Sin embargo, las cepas
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mutantes complementadas con pACY/ompR y el respectivo gene silvestre clonado en el
vector pKK232-8 mostro un perfil de proteinas de membrana externa muy similar al de la
cepa silvestre. El perfil de porinas demuestra que efectivamente el nimero de copias del
plasmido fue un factor determinante para restablecer el fenotipo de las porinas OmpC y
OmpF.

6.6. Resistencia a deoxicolato de sodio de las mutantes del clUster
STY0034-STY0041 complementadas

Finalmente evaluamos la resistencia a deoxicolato de sodio de cada una de las
mutantes del cluster STY0034-STY0041 complementadas de forma individual con los
plasmidos pACY/ompR, pACY/ompR + pWSK29 o pKK232-8 que contienen el gen
correspondiente a cada mutacion y se realiz6 una curva de crecimiento en medio LB

suplementado con 5% de deoxicolato de sodio (Fig. 11).
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Fig. 11 Curva de crecimiento en medio LB suplementado con 5% de deoxicolato de sodio de las cepas:
A) ASTY0035, B) ASTY 0038, C) ASTY0039, D) ASTY0040 y E) ASTY0041 complementadas con los
plasmidos pACY/ompR, pACY/ompR+pWSK?29 conteniendo el gen correspondiente a cada mutacion o
pACY/ompR+pKK232-8 albergando el gen correspondiente para complementar de manera individual

cada mutante. Como control se utiliz6 la cepa S. Typhi IMSS-1.
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Como se observa en la figura 11 las cepas mutantes complementadas con
pACY/ompR+pWSK conteniendo el gen correspondiente a cada mutacion son capaces de
crecer hasta una DOsgs de 0.2. Las mutantes complementadas con el plasmido pACY/ompR
y el vector de mediano nimero de copias (pKK232-8) que alberga de forma individual el
gen correspondiente a cada mutacion, estas cepas son capaces de alcanzar una DOsgs de 0.4
en presencia de deoxicolato de sodio. Sin embargo, la cepa ASTY0040 complementada con
PACY/ompR+pKK/STY0040-STYO0041, es decir contiene ambos genes y la mutante
ASTY0041 que contiene el plasmido pACY/ompR vy el vector pKK/STY0041 crecen en
deoxicolato de sodio a una DOsgs de 0.8 y 0.5 respectivamente, lo cual implica un mejor

crecimiento con respecto a la cepa mutante (Fig. 11 D).

Estos resultados nos indican que cada uno de los genes del cllster son importantes
para tener la cantidad exacta de OmpR y posteriormente pueda activar la sintesis de OmpC

y OmpF en los niveles requeridos.

6.7. Mutantes en cada uno de los genes del clister STY0034-STY0041
afectan la expresion de ompR

Como sabemos OmpR regula de forma positiva la expresion de OmpC y OmpF.
Con el objetivo de determinar si alguno de los genes del cluster STY0034-STY0041
controla la expresion de ompR decidimos evaluar en cada una de las mutantes de este
cluster la fusion pKK232-8/ompR-134-1 que contiene al promotor 1 de ompR vy la fusion
pKK232-8/ompR-383-133 donde se ubica el promotor 2 de este gen (Fig. 12). La actividad
especifica CAT de la fusion pKK232-8/ompR-383-133 fue similar en cada una de las
mutantes del clister respecto a los niveles obtenidos en la cepa silvestre IMSS-1. La fusion
pKK232-8/ompR-134-1 muestra una disminucion en la actividad CAT en las cepas
ASTY0034, ASTY0035, ASTY0038, ASTY0039, ASTY0040 y ASTY0041 similar a S.
Typhi AltrR, esto nos indica que cada gen afecta Unicamente la actividad del promotor 1 de

ompR.
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Fig. 12 Actividad transcripcional del promotor 2 (A) y promotor 1 (B) de ompR en las cepas S. Typhi
IMSS-1, AltrR, ASTY 0034, ASTY 0035, ASTY0038, ASTY0039, ASTY0040 y ASTY0041, cultivadas en
MM-N a DOsgs5 0.6.

6.8. HN-S regula negativamente la expresion de STY0035

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que en MM-N la proteina H-NS controla de
forma negativa la expresion del regulador LysR LtrR, H-NS se une especificamente entre
los nucledtidos -260 y -140 con respecto al ATG de ItrR. STY0035 se encuentra ubicado de
forma divergente a ItrR y comparte la zona de union de H-NS, por esta razon decidimos
generar una fusion transcripcional de la region intergenica 5°de STY0035, asi como de cada
uno de los genes que integran el clister STY0034-STY0041 y evaluar cada construccién en
una cepa 4hns en MM-N. Estas fusiones se realizaron tomando las zonas regulatorias (ZR)
de la region 5° de cada uno de los genes a evaluar, tales ZR fueron obtenidas mediante
amplificacion por PCR tomando como templado DNA de la cepa silvestre de S. Typhi
IMSS-1. Los PCRs fueron ligados al plasmido pKK232-8 0 pKK232-9 y se obtuvieron seis
fusiones  trancripcionales:  pKK8/STY0034, pKK8/STY0035, pKK9/STY0038,

pKK9/STY0039, pKK9/STY0040 y pKK9/STY0041. Cada construccién fue transformada
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en la cepa silvestre de S. Typhi IMSS-1 y en la mutante IMSS-1 Ahns, posteriormente las

fusiones se evaluaron en MM-N a una DOsgs 0.6.

Las fusiones correspondientes a los genes STY0038, STY0039, STY0040 y
STY0041 no presentaron actividad transcripcional en ningun fondo genético (datos no
mostrados). H-NS no controla negativamente al gen STY0034 ya que los niveles de
expresion son similares en la IMSS-1 WT, asi como en la 4hns. Sin embargo, H-NS
reprime la expresion de STY0035, en una cepa mutante Aans los niveles de actividad CAT
de la fusion pKK8/STY0035 incrementan (Fig. 13).

MM-N

pKKS8/STY0035
1800
. 1600
= 1400
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= O IMSS-1
1000 WT

800 B [MSS-1
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400 _
R n |
0 I 1 J I 1 1 1
0.8 1.0 1.2

0.4 0.6

Actividad Especifica CAT
pmol/min/mg proteina

Fig. 13 Actividad especifica CAT de la fusion pKK8/STY0035 en una cepa IMSS-1 WT (barras
blancas) y en la cepa mutante Ahns (barras negras) en MM-N.

Las fusiones pKK9/STY0038, pKK9/STY0039, pKK9/STY0040 y pKK9/STY0041
no muestran actividad transcripcional en ninguno de los fondos genéticos evaluados, debido
a este resultado decidimos evaluar cada fusion en medio LB suplementado con 5% de
deoxicolato de sodio y en MM-N (Fig. 14). Las fusién pKK8/STY0034 mostro 2661+139
unidades CAT en MM-N y 2955+259 en LB+ 5% deoxicolato, los niveles de expresion de
la fusion pKK8/STY0035 en MM-N son de 123+25, sin embargo en LB+ 5% deoxicolato
los niveles de expresién fueron de 4745 unidades CAT, ItrR presenta actividad
transcripcional en ambos medios, en MM-N los niveles de expresion son de 358+1.02 y en
medio LB+5% deoxicolato de sodio fue de 112+13.1 Finalmente las fusiones
pKK9/STY0038, pKK9/STY0039, pKK9/STY0040 y pKK9/STY0041 no presentaron

actividad transcripcional en ninguno de los dos medios evaluados (Fig. 14).
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Fig. 14 Comparacion de los perfiles de expresion de las zonas regulatorias de los genes STY0034,
STY0035, STY0036 (ItrR), STY0038, STY0039, STY0040 y STY0041 en MM-N y LB+ 5% de
deoxicolato a una DOsgs 0.6. Se muestra una mayor actividad transcripcional en medio minimo
obteniéndose diferentes patrones de expresion.

LtrR ademas de participar en la resistencia a deoxicolato de sodio, también se ha
demostrado que incrementa sus niveles de expresion en presencia de pH 7.5. Como se
demostro que STYO0035 y ItrR estan regulados negativamente por H-NS, decidimos evaluar
la actividad transcripcional de STY0035 en MM-N con 200 mM de Tris-HCI en dos
condiciones de pH: 6.0 y 7.5. De igual forma se midieron los niveles de expresion de la
fusion pKK8/STY0034. No se ha determinado la actividad especifica CAT en pH 6.0y 7.5
de las fusiones pKK9/STY0038, pKK9/STY0039, pKK9/STY0040 y pKK9/STY0041.

Como se observa en la figura 12 A los niveles de expresion de STY0034 en pH 6.0
y pH 7.5 son muy similares en cada punto del crecimiento bacteriano, esto nos sugiere que
la expresién del gen STY0034 es independiente del pH. La fusion pKK8/STY0035 muestra
un incremento en los niveles de expresion cuando el pH del medio permanece en 7.5 para
lograr esto se utiliz6 como amortiguador 200 mM de Tris-HCI, sin embargo, la actividad
transcripcional disminuye en un pH de 6.0 (Fig. 15 B). Esto nos siguiere que STY0035, asi

como ItrR estan involucrados en el mismo mecanismo de accion en pH 7.5.
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15 Perfil transcripcional de los genes STY0034 (A), STY0035 (B) y ItrR (C) en MM-N en pH 6.0y

Estos resultados nos indican que el gen STY0035 estd vinculado con ItrR en la

resistencia a deoxicolato de sodio, ademads de que ambos genes estan regulados

negativamente por H-NS e incrementan sus niveles de expresion en presencia de un pH

ligeramente alcalino.
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Salmonella es una bacteria capaz de colonizar diferentes habitats durante su ciclo de
vida. Esto lo logra debido a que cuenta con diferentes genes que le permiten crecer en
determinadas condiciones, uno de estos escenarios es el intestino y la vesicula biliar donde

las concentraciones de sales biliares son elevadas.

Salmonella Typhi posee el regulador LtrR, que es el encargado de controlar la
expresion de ompR; posteriormente OmpR activa la transcripcion del gen ompC y la
proteina correspondiente se encuentra involucrada a la resistencia a sales biliares. En este
trabajo se ha demostrado que el gen ItrR codifica para 2 proteinas LtrR2 y LtrR1. Se
observd en geles de 2D que cada una de estas proteinas es indispensable para sintetizar de
manera indirecta diferentes isoformas de las proteinas de membrana externa OmpC y
OmpF. Ambas proteinas LtrR2 y LtrR1 se encuentran involucradas en producir las
concentraciones adecuadas de OmpC para sobrevivir en la presencia de deoxicolato de

sodio.

De manera interesante el gen ItrR se encuentra localizado dentro del grupo de genes
STY034-STY0041 que comparten el mismo contenido de G-C. Evaluamos si estos genes
son fundamentales para sobrevivir en presencia de la sal biliar deoxicolato de sodio.
Mediante mutantes de cada uno de los genes del cllster, descubrimos que cada gen
participa de alguna forma en el crecimiento de Salmonella Typhi en presencia de esta sal
biliar y su perfil de porinas OmpC y OmpF se ve alterado, razén por la cual no crecen en
deoxicolato de sodio. Complementaciones de cada mutante utilizando Unicamente un
plasmido que expresa el gen correspondiente a cada mutacion no recuperan el crecimiento
en deoxicolato de sodio ni su perfil silvestre de porinas. Sin embargo, complementaciones
usando pACY/ompR (un regulador involucrado en la sintesis de porinas) mas un plasmido
de bajo y de mediano nimero de copia expresando cada gen de forma individual muestra
un restablecimiento silvestre en cuanto al perfil de porinas, sin embargo, ninguna mutante
crece en deoxicolato de sodio excepto la mutante STYO0040. Esta mutante fue

complementada con ompR y STY0040 y STY0041 debido a que estos dos Gltimos genes se
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encuentran organizados en operon. Esta cepa es capaz de restablecer su perfil de proteinas
de membrana externa y crecer en deoxicolato de sodio. Lo anterior indica que en forma

conjunta STY0040 y ompR estan implicados en la resistencia a deoxicolato de sodio.

Basado en lo anterior hemos decidido utilizar un plasmido de alto numero de copia para
complementar cada mutante del clister STY0034-STYO0041 con su gen correspondiente y
asi restablecer la resistencia a deoxicolato de sodio. De manera interesante el incremento de
la porina OmpC en la complementacion de cada mutante del cluster utilizando Unicamente
el plasmido pACY/ompR no influyé en el crecimiento de la bacteria en presencia de
deoxicolato de sodio. Es probable que el cllster se encuentre involucrado en el control de la
sintesis de OmpC a través de OmpR o a través de la regulacion directa del promotor de
ompC. Otra hipotesis es que los genes del cluster STY0034-STY0041 estén involucrados
especificamente en la sintesis de alguna de las isoformas de la porina OmpC que esta

involucrada en la resistencia a deoxicolato de sodio.

Experimentos de geles de dos dimensiones, asi como experimentos de transcripcion de
ompR son necesarios para determinar que la cepa complementada restablece las seis
isoformas de OmpC vy los perfiles transcripcionales de ompR restablecen sus valores al
nivel de la cepa silvestre. Estos datos son necesarios para corroborar que realmente los
niveles de proteina y transcripcional son similares a la cepa silvestre. Evidentemente la
proteina OmpC tiene un papel fundamental en la resistencia a deoxicolato de sodio ya que
su ausencia o disminucién en la membrana externa de S. Typhi provoca sensibilidad a este
compuesto. Es posible que esta porina impida el paso del deoxicolato de sodio y esta sea la
razén por la cual la bacteria es resistente. Experimentos sobreexpresando la porina OmpC
son necesarios con el fin de evaluar si cantidades mayores de esta proteina en la membran

externa de S. Typhi aumenta la resistencia a deoxicolato de sodio.

Otro aspecto que se explord en este estudio es la regulacién del clister STY0034-STY0041
se generaron fusiones de cada uno de los genes y establecimos que el gen STY0035 vy el
gene STY0036 se encuentran ligados funcionalmente ya que ambas mutantes presentan

fenotipos similares: estas mutantes no crecen en deoxicolato de sodio, son reguladas por pH
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en medio minimo N y el regulador global H-NS regula de manera negativa cada uno de sus
promotores.

Por ultimo, en este trabajo se determind que los elementos genéticos STY0034-STY0041
son esenciales para que S. Typhi sobreviva en presencia de sales biliares. También
determinamos que el regulador global H-NS y el pH modulan la expresion de STY0035 y
STY0036.

Finalmente es esencial elucidar el mecanismo molecular mediante el cual el cluster
STY0034-STY0041 se encuentra involucrado en la resistencia a sales biliares.
Evidentemente este cluster forme parte de la maquinaria de regulacion y funcion estructural
de la resistencia a deoxicolato de sodio. Esto se basa en que la proteina hipotética
STYO0035, el regulador STY0036 y la proteina de membrana externa STY0034 se expresan
en deoxicolato de sodio y proporcionan sensibilidad a S. Typhi. En conjunto estos tres
elementos podrian funcionar en la resistencia a deoxicolato de sodio. Con respecto a
STY0038-STY0041 se requieren mas estudios ya que no se expresan en ninguna condicion
evaluada, sin embargo, las mutantes son sensibles a deoxicolato de sodio, esto podria ser
otro conjunto de genes involucrados en la resistencia a este compuesto. Es importante
mencionar que el analisis de mas de una megabase del genoma de S. Typhi demuestra que
existen diferentes fenotipos a la resistencia a deoxicolato de sodio, es decir existen genes
qgue inducen una mayor resistencia a deoxicolato de sodio, otros elementos genéticos
proporcionan un fenotipo silvestre y finalmente existen los genes que le proporcionan una
sensibilidad mas pronunciada al deoxicolato de sodio a S. Typhi. En ese sentido es
relevante evaluar a que categoria de las antes mencionadas estd incluido el cluster
STY0034-ST0041. El identificar que esta bacteria posee diversos sistemas para contender
con diferentes concentraciones de deoxicolato de sodio es ldgico ya que este patdgeno
enfrenta diversas concentraciones de deoxicolato de sodio en el intestino y en la vesicula
biliar, razon por la cual posee diferentes sistemas para contender con este compuesto
toxico. Requerimos profundizar en el estudio de la resistencia a deoxicolato de sodio con el
fin de describir un modelo global gendmico que nos permita entender la resistencia a sales

biliares.
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8. PERSPECTIVAS

Los resultados nos indican que cada uno de los genes del clister STY0034-STY004 estan
involucrados en la sintesis de proteinas de membrana externa en MM-N y en la resistencia de
deoxicolato de sodio, es importante continuar con la busqueda de nuevas condiciones de estrés en
los cuales estos genes participan durante el ciclo de vida de Salmonella Typhi. Para ello se debe
evaluar las fusiones transcripcionales de STY0034, STY0038, STY0039, STY0040 y STY0041 en
otras condiciones de estrés como pH &cido y osmolaridad. Ademas de realizar un gel de 2D de las
cepas STY0040 y STYO0041 para determinar el perfil de proteinas de membrana externa que
presenta y asi determinar el papel de estos genes en la sintesis de estas porinas.
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