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4.1 Introduccion

bacteriaceae, esta compuesto por bacterias Gram nega-

tivas, no esporuladas, en forma de bacilo. Salmonella
tiene importante relevancia a nivel de salud publica ya que es
uno de los principales patdogenos entéricos tanto en paises de-
sarrollados como en vias de desarrollo. Diferentes serovares
pueden causar dos patologias claramente diferenciadas, salmo-
nelosis y fiebres tifoideas. La salmonelosis es una gastroente-
ritis cuyos sintomas son diarrea, fiebre, vomito y dolor abdo-

E | género Salmonella, perteneciente a la familia Entero-
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minal, causada por toda una serie de serovares no tifoideos,
que también pueden infectar un amplio rango de animales. Los
serovares mas relevantes son Typhimurium y Enteritidis, (Ohl
& Miller, 2001; Gordon, 2008). En Colombia, Salmonella en-
terica serovar Typhimurium es el serovar mas prevalente. El
ultimo reporte del Instituto Nacional de Salud mostr6 que, de
los 23 serovares incidentes en el pais, el serovar Typhimurium
representa el 30% del total de los aislamientos que se realizaron
entre los afios 1997 y 2016.

Los genes de virulencia de S. Typhimurium estan localizados
mayoritariamente dentro de islas de patogenicidad (SPI, del
inglés Salmonella pathogenicity island). Si bien se ha identifi-
cado un elevado numero de SPIs, hay cinco que se encuentran
ampliamente distribuidas entre los serovares no tifoideos. De
¢éstas, la denominada SPI-1 es una de las mas caracterizadas.
SPI-1 codifica para proteinas efectoras y para un sistema de
secrecion de tipo III (T3SS) requerido para secretar proteinas
efectoras, codificadas tanto dentro como fuera de la SPI-1. Una
vez en el citoplasma de la célula hospedadora, estas proteinas
efectoras desencadenan el proceso de invasion de Salmonella
en cé¢lulas no fagociticas mediante la reordenacion del citoes-
queleto de actina (Marcus, Brumell, Pfeifer, & Finlay, 2000)
(SPI. Se han identificado al menos trece proteinas cuya se-
crecion es mediada por el T3SS de la SPI-1 (T3SS-1): AvrA,
SipA, SipB, SipC, SipD, SIrP, SopA, SopB/SigD, SopD, SopE,
SopE2, SptP y SspH, cuya funcion principal es inducir el ondu-
lamiento de la membrana de la célula hospedadora, resultando
en la entrada de la bacteria.

La alarmona (p)ppGpp, tetra- o penta-fosfato de guanosina, es
un nucledtido modificado que actiia como mensajero secunda-
rio en respuesta a diferentes tipos de estrés. En enterobacterias
su sintesis esta catalizada por RelA 'y SpoT. RelA es la principal
proteina productora de ppGpp en condiciones de carencia de
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aminodcidos. SpoT es capaz de sintetizar ppGpp en respuesta
a otras condiciones de estrés y es la enzima responsable de su
degradacion (Cashel, M; Gentry, D; Hernandez, V; y Vinella,
1996). ppGpp es la molécula efectora de lo que se conoce como
respuesta estricta, inicialmente descrita como la respuesta por
la que se regula el nimero de ribosomas atendiendo a la canti-
dad de aminoécidos presentes en el medio. La represion de la
produccion de ribosomas en situaciones de carencia de aminoa-
cidos tiene un efecto global en la célula causando una reduc-
cion de la sintesis proteica y de la tasa de crecimiento (Sands &
Roberts, 1952) (Stent & Brenner, 1961).

DksA es una proteina de 151 aminodcidos y un tamaio de 17
kDa, que se encuentra en muchas bacterias incluyendo Escheri-
chia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri 'y Salmo-
nella. Estudios previos han relacionado DksA con multitud de
procesos celulares tales como division celular, respuesta estric-
ta, quorum sensing o virulencia, tanto en E. coli como en otras
proteobacterias relacionadas (Paul et al., 2004)ppGpp and the
initiating NTP, that bind to RNA polymerase (RNAP. Se ha de-
mostrado que DksA potencia el efecto represor de ppGpp sobre
los promotores de los ARNr y su efecto estimulador sobre los
promotores de los operones de algunos genes responsables de
la sintesis de aminodacidos, sugiriendo que ppGpp y DksA son
cofactores (Paul et al., 2004)ppGpp and the initiating NTP, that
bind to RNA polymerase (RNAP. Ademads, se ha determinado
que DksA se une al centro catalitico de la ARNpol junto con
ppGpp (Perederina et al., 2004). ppGpp y DksA conjuntamente
reprimen y/o estimulan directamente la transcripcion al causar
alteraciones en la formacion del complejo abierto de la AR-
Npol durante el inicio de transcripcion. Ademas se ha propues-
to que ppGpp junto con DksA pueden afectar la expresion de
otros muchos genes al afectar la afinidad de la ARNpol por la
interaccion con subunidades sigma alternativas como ¢* y ¢>*
(Gourse, Ross, & Rutherford, 2006) (Magnusson, Farewell, &
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Nystrom, 2005). También se ha descrito que DksA y ppGpp in-
crementan la fidelidad de la transcripcion al disminuir la tasa de
incorporacion incorrecta de nucledtidos (Roghanian, Zenkin,
& Yuzenkova, 2015).

En este capitulo se presentan los resultados de un estudio donde
se analizo el efecto de la alarmona ppGpp y la proteina DksA en
la secrecion de proteinas efectoras de la isla de patogenicidad 1.

4.2 Materiales y métodos

Para analizar el efecto de la proteina DksA y la alarmona pp-
Gpp sobre la secrecion de proteinas efectoras en Salmonella,
fue necesario crear mutantes para ambos factores. Para ello se
llevo a cabo la técnica de inactivacion de genes cromosOmicos
por reemplazamiento alélico (Datsenko & Wanner, 2000). Se
obtuvo una cepa en la que se eliminaron los genes reld y spoT
obteniéndose una cepa incapaz de sintetizar ppGpp, denomi-
nada mutante ppGpp®. Por otro lado, también se obtuvo una
cepa mutante dksA. Como control en todos los experimentos, se
utiliz6 la cepa salvaje (wild type: WT) SV5015 (SL1344 his+).
En la Tabla 8 se encuentran todas las cepas utilizadas en este
trabajo.

Tabla 8. Lista de cepas utilizadas en este estudio.

Cepa Genotipo relevante Referencia

SV5015 Salmonella entérica serovar  (Vivero et al., 2008)
Typhimurium SL1344 his*

SV5015 ppGpp® Mutacién genes relAy spoT  Este estudio

SV5015 dksA Mutacién gen dksA Este estudio

SV5015 ppGppP SipA::3flag  Transduccion SipA::3flag Este estudio

SV5015 dksA SipA::3flag

Fuente: Elaboracion propia, 2016.
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4.3 Técnicas experimentales con proteinas
4.3.1 Precipitacion de proteina total secretada

Las proteinas secretadas por las diferentes cepas de Salmonella
fueron analizadas mediante electroforesis en geles de poliacri-
lamida. Para ello se utilizaron cultivos bacterianos en LB a una
densidad optica a una longitud de onda de 600 nm (DO, )
de 2,0. Se obtuvieron sobrenadantes libres de células por cen-
trifugacion a 5 000 rpm durante 10 minutos y la remocion fi-
nal de células y fragmentos celulares usando filtros de 0,22 um
(Millex-GP; poliétersulfona, 50 mm). Las proteinas presentes
se precipitaron por incubacion con acido tricloroacético (TCA)
frio a una concentracion final del 10% durante 1 hora en hielo.
A continuacion, se centrifugd la muestra 20 min a 13 000 rpm
a 4 °C, se retiro el sobrenadante y se afiadio acetona al 80%
fria. Se centrifugd a 13 000 rpm durante 2 min a temperatu-
ra ambiente, y se retir0 el sobrenadante. El sedimento con las
proteinas precipitadas se resuspendi6 en tampon de carga para
proteinas (5 % glicerol, 2,5 % B-mercaptoetanol, 1,15% SDS,
31,25mM Tris, 0,05% azul de bromofenol). La presencia de
restos de acido tricloroacético provocod una acidificacion del
medio que se evidencid por el viraje de color del tampdn de
proteinas de azul a amarillo. Se afiadio Tris-Base saturado para
neutralizar el pH, retornando el color azul a la muestra. Las
muestras se incubaron durante 5 min a 100°C. Se guardaron a
-20°C hasta su analisis.
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4.3.2 Obtencion de extractos celulares

Este método se utilizd para detectar proteinas intracelulares.
Para ello, se recogieron las células de 1 ml de cultivo por cen-
trifugacion a 5 000 rpm durante 10 minutos. El sedimento ob-
tenido se resuspendid en tampon de carga para proteinas. El
volumen utilizado en cada caso fue el valor de la DO, di-
vidido entre 4 en ml. De esta manera se consiguidé normalizar
la concentracion de proteina atendiendo a la biomasa de los
cultivos. Una vez resuspendido el sedimento celular en el tam-
pon de proteinas, se incubd durante 5 min a 100°C para lisar

las células.

4.3.3 Inmunodeteccion de proteinas por
Western Blot

Las proteinas separadas por electroforesis en geles de poliacri-
lamida fueron transferidas a un soporte sélido para ser poste-
riormente detectadas mediante anticuerpos especificos.

Las proteinas separadas por electroforesis fueron electrotrans-
feridas del gel de poliacrilamida a una membrana de PVDF
(fluoruro de polivinilideno) utilizando el EBU 4000: Semy-Dry
Blotting System CE (C. B. S. Scientific). El gel de poliacrilami-
da se depositd encima de la membrana, y el conjunto se situd
entre ocho piezas de papel de transferencia (Whatman 3 mm).
Se aplico un amperaje de 60 mA (4-10 voltios) durante 1 hora.

Tras la transferencia, la membrana de PVDF se bloqued me-
diante incubacion durante una hora a temperatura ambiente en
PBS-T (80 mM Na HPO,, 20 mM NaH_PO,, 100 mM NaCl
pH 7,3, 0,2 %Triton™ X-100) conteniendo leche descremada
en polvo al 5 % como agente de bloqueo. A continuacion, se
descarto la solucion de bloqueo y se incubd la membrana a la
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misma temperatura durante 1 hora con el anticuerpo contra la
proteina que se queria detectar (anti-Flag: 1:10000 (Sigma)),
diluido en 10 ml de tampdén PBS-T con leche descremada al
2,5%. El exceso de anticuerpo fue eliminado con tres lavados
de 10 min cada uno en PBS-T. Posteriormente se incub6 la
membrana con el anticuerpo secundario conjugado con peroxi-
dasa que permitia la deteccion del anticuerpo primario, diluido
en PBS-T. El exceso de anticuerpo secundario también fue eli-
minado con tres lavados de 10 min cada uno en PBS-T.

Para iniciar el revelado mediante deteccion de quimioluminis-
cencia se utilizo el kit ECLTM Western Blotting, GE Healthca-
re o LUMI-LIGHT (Roche) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. La deteccion y cuantificacion se llevé a cabo con el
equipo Molecular Imager ChemiDoc XRS System de Bio Rad
y el software Quantity One 4.6.6.

4.4 Resultados

4.4.1 Perfil de proteinas secretadas en las
cepas mutantes ppGpp® y dksA

Se caracterizaron los perfiles de las proteinas secretadas (secre-
toma) en cultivos de la cepa WT (de ahora en adelante deno-
minada “wild type” (WT)) y en los mutantes ppGpp° y dksA,
en LB en fase estacionaria (DO, de 2,0) a 37 °C en agita-
cion. Estas son condiciones descritas para la induccion de la
expresion de la SPI-1 (Bustamante et al., 2008). Los extractos
de proteinas secretadas fueron analizados por electroforesis en
geles de poliacrilamida y posterior tincién con azul de Coomas-
sie. En la Figura 4 se muestran los resultados.
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Figura 4. Perfil de proteinas secretadas (secretoma) de las
cepas WT (SV5015) y mutantes ppGpp° y dksA. Las cepas
fueron crecidas en LB a 37 °C en agitacion hasta una DO,,,
de 2,0 tras ser inoculadas a una DO, de 0,001. Los sobre-
nadantes obtenidos por centrifugacion a partir de cultivos
independientes fueron filtrados para eliminar células resid-
uales y las proteinas presentes se precipitaron con TCA a una
concentracion final del 10 %. Las proteinas fueron separadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 12,5 %.
Las bandas proteicas fueron visualizadas mediante tincion
con azul de Coomassie. El carril M corresponde a una mezcla
de proteinas con las masas indicadas en kDa. Se indican las
bandas que presumiblemente corresponden a las proteinas: 1.
SipA, 2. SipCy 3. SipD.

Fuente: Elaboracion propia, 2016.

Como se puede observar, al comparar el perfil proteico de la
cepa WT con las mutantes ppGpp° y dksA, se observan varias
diferencias reveladas por la intensidad de las bandas obser-
vadas. Atendiendo a su peso molecular estimado y a trabajos
previos publicados, algunas de las bandas de la WT correspon-
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den a las proteinas: 1. SipA 2. SipC y 3. SipD, descritas como
proteinas efectoras secretadas por el T3SS y codificadas en la
SPI-1 (Komoriya et al., 1999) (Mizusaki, Takaya, Yamamoto,
& Aizawa, 2008). En la cepa mutante ppGpp° se observa au-
sencia total de estas tres proteinas, lo que no ocurre en la cepa
mutante dksA donde estan ausentes las proteinas SipA y SipD,
pero SipC se encuentra con una intensidad disminuida mas no
ausente. Estos resultados sugieren que ppGpp y DksA estarian
jugando un papel importante en la secrecion de las proteinas
efectoras de la SPI-1.

Estudios de inmunodeteccion de la proteina SipA fueron reali-
zados para confirmar los resultados del secretoma de las dife-
rentes cepas de Salmonella. Se llevé a cabo la inmunodeteccion
de la proteina SipA, utilizando una cepa derivada de SV5015,
en la que la proteina SipA se expresa conteniendo una etique-
ta 3Flag en el extremo carboxi-terminal (Hiittener, Dietrich,
Paytubi, & Juarez, 2014) (Uzzau, Figueroa-Bossi, Rubino, &
Bossi, 2001). La construccion génica que permite expresar Si-
pA::3Flag fue transducida a las cepas ppGpp° y dksA. Extrac-
tos de proteinas intracelulares de las diferentes cepas fueron
obtenidos a partir de cultivos independientes crecidos en LB a
37 °C'y en agitacion hasta una DO, de 2,0. La deteccion de
la etiqueta 3Flag se realiz6 mediante el uso de un anticuerpo
monoclonal anti-Flag. Se puede observar que la cantidad de
proteina SipA estd importantemente reducida en las cepas mu-
tantes ppGpp° y dksA respecto a la cepa WT (Figura 5). Estos
resultados confirman lo anteriormente mostrado en el secreto-
ma, donde la cantidad de proteina SipA secretada al medio ex-
tracelular es practicamente ausente en las cepas mutantes.
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WT dksA ppGpp"

Figura 5. Inmunodeteccion de la proteina efectora SipA en
extractos de proteinas intracelulares obtenidos a partir de dos
cultivos independientes de las cepas WT (sipA::3Flag) y sus
mutantes dksA y ppGpp0 crecidas en LB a 37 °C en agitacion
a una DO600nm de 2,0 tras ser inoculadas a una DO600nm
de 0,001. La deteccion de la etiqueta 3Flag se realizo medi-
ante el anticuerpo monoclonal anti-Flag. La deteccion de las
bandas se llevo a cabo mediante quimioluminiscencia con el
kit comercial ECL.

Fuente: Elaboracion propia, 2016

4.5 Discusion

Se ha descrito que en E. coli, la proteina DksA actia como
un cofactor que se une directamente al canal secundario de la
ARN polimerasa, potenciando el efecto de ppGpp durante la
respuesta estricta. Ademas, se ha demostrado que ppGpp juega
un papel importante en relacion a la virulencia en varias bac-
terias incluyendo E. coli, Mycobacterium tuberculosis, Liste-
ria monocytogenes, Legionella pneumophilia, Vibrio cholerae
y Pseudomonas aeruginosa (Aberg et al., 2006) (Klinkenberg
et al., 2010) (Hammer, Tateda, & Swanson, 2002) (Zusman,
Gal-Mor, & Segal, 2002) (Haralalka, Nandi, & Bhadra, 2003)
(Erickson, Lines, Pesci, Venturi, & Storey, 2004).

En Salmonella spp, las proteinas efectoras presentes en la SPI-

1, son importantes para llevar a cabo el proceso de invasion de
células epiteliales. Se ha descrito que dentro de las proteinas
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que llevan a cabo una alteracién de la membrana plasmatica de
la célula hospedadora permitiendo la entrada de la bacteria, se
encuentran las proteinas Sip. En este capitulo, se observo pri-
mero que la ausencia de DksA y ppGpp, impide que Salmone-
lla lleve a cabo la secrecion de las proteinas SipA, SipC y SipD
en fase de crecimiento estacionaria. Teniendo en cuenta que
los niveles de ppGpp incrementan drasticamente en el inicio
de fase estacionaria, los resultados sugieren que ppGpp podria
estar implicado en la regulacion fisiologica de la produccion
de estas proteinas. También observamos que hubo una dismi-
nucion importante en la proteina SipA intracelular en ausencia
de DksA y ppGpp, sugiriendo por tanto que ppGpp podria es-
tar afectando la expresion de los genes que codifican para las
proteinas Sip. Estos resultados, concuerdan con lo previamente
descrito por Pizzaro y Cerdd, indicando que ppGpp juega un
importante papel como regulador de la expresion de los genes
de virulencia en S. Typhimurium. Ellos observaron que cepas
de Salmonella mutantes rel4 spoT, mostraron ser no invasi-
vas en ensayos in vivo ¢ in vitro. Estas cepas presentaban una
reduccion importante en la expresion de los genes hil4 e invF
que codifican para los principales activadores transcripcionales
de la isla de patogenicidad 1 (SPI-1). Ninguna de las condi-
ciones de crecimiento probadas que simulaban las condiciones
intestinales, fueron capaces de inducir la expresion de hilA en
ausencia de ppGpp (Pizarro-Cerda & Tedin, 2004). Mas ade-
lante, Thompson y colaboradores describieron que ppGpp esta-
ria involucrado en la transduccion de sefiales ambientales que
regulan los genes de virulencia. Thompson y sus colaboradores
observaron que ppGpp era necesario para la expresion de hilA,
hilC, hilD e invF, y, por tanto, para la expresion de los genes
de la SPI-1, en condiciones limitantes de oxigeno (Thompson
et al., 2006). Por otro lado, Azriel y colaboradores demostra-
ron que DksA regula positivamente los genes de la SPI-1 me-
diante ensayos de invasion de células epiteliales, en mitad de
la fase exponencial de crecimiento (Azriel, Goren, Rahav, &

105



Mutaciones en ppGpp Y dksA afectan la secrecion de proteinas...

Gal-Mor, 2016), apoyando nuestros hallazgos. Curiosamente,
nuestros resultados fueron contrarios a los reportados por Rice
y colaboradores, donde ellos observan mediante ensayos trans-
cripcionales que cepas carentes de DksA aumentan los niveles
de expresion de genes de la SPI-1 en fase estacionaria (Rice,
Ramachandran, Shearer, & Thompson, 2015). Cabe mencionar,
que nuestros resultados fueron confirmados con estudios trans-
cripcionales de microarrays, donde se observa que en ausencia
de dksA, los genes sipA, sipC'y sipD disminuyen su expresion
con valores de fold change de -8,69, -3,67, -10,28, respectiva-
mente, en comparacion con la cepa WT (datos completos no
mostrados).
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4.6 Conclusiones

Las proteinas efectoras SipA, SipC y SipD, no son secretadas
en las cepas mutantes para la proteina DksA y la alarmona pp-

Gpp.

La proteina SipA disminuye su expresion en ausencia de DksA
y ppGpp.
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