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RESUMEN

Se presenta el Protocolo Molecular para obtener cepas vivas atenuadas en su virulencia a partir
de Salmonella entérica Serotipo Enteritidis 82139 (S. enteritidis 82139), como modelo de
elaboracién de una cepa vacunal y la propuesta de modelos de biorreactores con fines de su
produccién. Se disend y seleccioné las cepas mutantes que permiten determinar la funcién
génica de dsbA, dle y dlp en la capacidad de movilidad y de invasién bacteriana intracelular.
Se obtuvieron cepas simples mutantes: 82139 C, 82139 I, 82139 2; cepas dobles mutantes:
82139 2C, 82139 21y 82139 CI y la cepa triple mutante: 82139 2ClI, con sus cepas control de
expresion dle:82139 2ClI pSTB1ldle y 82139 pSTB1. Para la obtencién y construccién de las
cepas mutantes se usaron las técnicas: PCR, Electroforesis, electrolucién, secuenciacién,
clonacién, extraccién plasmidica, miniprés y maxiprés de vectores monocopia y multicopia,
recombinacién genética por transformacién y transduccién, titulacién de fagos, construccién de
vectores, técnicas de interrupcién y complementacién génica. La cepa doble mutante 82139 2C,
carente de los genes dsbA vy dip y la triple mutante 82139 2CI carente de los genes dsbA, dip vy
dle, se constituyen en potenciales recursos genéticos para ser usados como cepas vacunales
debido a que los genes mencionados codifican las proteinas TDOR: DsbA, Dlp y Del,
respectivamente. El trabajo establece las bases para proponer un protocolo Celular para ensayos
in vitro en la determinacién de infecciones bacterianas en lineas celulares y que reemplace a los
ensayos in Vivo.

Palabras clave: Proteinas TDOR DsbA, Dlp y Dleen Salmonella entérica, Serotipo Enteritidis
82139.

ABSTRACT

A molecular procedure is proposed to obtain alive attenuated no virulent strains from
Salmonella entérica Seroype Enteritidis 82139, as a vaccine elaboration model and production
scale bioreactor models as well. A factorial design allowed the mutant strains selection, which
facilitated the genetic role of dsbA, dle v dipg enes in the bacterial motility and invasiveness
activities. It was obtained the single mutant strains 82139 C, 82139 I, 82139 2; the double
mutant strains 82139 2C, 82139 21 y 82139 CI, and a triple mutant 82139 2Cl. As dlegen
expression control strains were used the following: 82139 2CI pSTB1ldle yv 82139 pSTB1. To
obtain and construct the mutant strains, it was used several genetic engineering tools such as
PCR, electrophoresis, electroelution, sequencing, cloning, minipres and maxipres mono and
multicopy plasmid extraction, transformation and transduction, fage doses, vector construction
and genic complementation and recombination techniques. This work establishes the basis to
formulate cellular assays to test in vitro bacterial infections in cellular lines and additional assays
such as immunological one to confirm its use as vaccinal strain, and to propose large scale
bioreactor models.

Key words: TDOR proteins DsbA, Dlp y Dle Salmonella enteric, Serotype Enteritidis 82139.
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I. INTRODUCCION

En la dltima década la Salmonella se ha convertido en el centro de atencién de numerosos grupos
de investigacién que tratan de estudiar su capacidad patogénica desde el punto de vista genético y
molecular. El género Salmonella comprende més de 2200 serovares distintos, algunos de los cuales
pueden infectar un amplio rango de hospedador. S. enteritidis, por ejemplo, es capaz de infectar un
gran nimero de aves y mamiferos, incluyendo el hombre (Jimenez y dJimenez, 1998; Rotger v col,
1995; Perea, 1992; Rotger y Casadesus, 1999; Sanchez-Jimenez y Cardona — Castro, 2003; Heras y
col, 2010; Medina y col, 1996).

Para conocer el mecanismo funcional de los genes implicados en su patogenicidad se requiri6é de la
manipulacién genética y con ello, a la clonacién. Estos grandes retos de la biologia molecular y
celular han despertado el interés de seguir con los estudios sobre la capacidad patogénica de S.
enteritidis (Tortora y col, 1993).

Se Considera a DsbA como la principal proteina periplasmica tioldisulfuro éxido reductasa del
sistema de proteinas TDOR Dsb, necesaria en la funcionalidad de téxinas, fimbrias, flagelos y
componentes de sistema de secreciéon de proteinas tipo IIl, cuyo productor dsbA es de importancia
patogénica, presente en toda bacteria gram negativa, entre la ya demostrada su actividad en Shigella
flexneri, asi como Ipa Chomdloga a SipCen Salmonella, que permiten el mantenimiento de las
membranas vacuolares, evitando la lisis de las profusiones y con ello al aumento de la patogenia, asi
como también de otros efectores moleculares esenciales para la invasién en células epiteliales. As/
también existe DsbA en algunas bacterias Gram positivas (Dongxia y col, 2008; Zheng y col, 1997;
Gallant y col, 2004; Koreaki- Ito y Keinji —-Inaba, 2008; Tsuyoshi y col, 2004; Watson y col; 2008).

Para el estudio de la funcionalidad del gen dle como otro de los genes codificadores de enzimas
perteneciente a la familia TDOR, se decidi6 la verificacién de su funcionalidad por dos estrategias
génicas, por efecto de la inactivacién génica (en ausencia del gen) y por efecto de complementacién
génica en triple mutante (en presencia del gen). El objetivo principal del presente trabajo de
investigacién fue proponer un Protocolo Genético — Molecular para obtener cepas vivas atenuadas
en su virulencia a partir de Salmonella enteritidis 82139 para su posible uso como Modelo de
Elaboracién de una cepa vacunal y los Tipos de biorreactores con fines de su produccién.

Las técnicas moleculares permitiran también obtener otras cepas vivas atenuadas (inactivadas) de
Salmonella typhi, Salmonella typhimurium v Salmonella heidelberg incluso, de distintos géneros,
como son bacterias patégenas gram negativas del enterén tales como: Vibrio, Shigella, Yersinia, E.
coli enteropatégeno 0158 y E. coli entero hemorragico H7: 0157.

II. MATERIALES Y METODOS
2.1 Objeto de estudio

El material biolégico estuvo constituido por:

La cepa nativa y de control fue Salmonella enteritidis 82139 portadora de plasmido.

Las cepas mutantes fueron:

82139 1 (Salmonella enteritidisdle::aph3 ~ conteniendo el plasmido, dip),

82139 C (cepa control, Salmonella enteritidis curada en ausencia de genes plasmidicos
implicados en la virulencia, tal como, spv, asi como de dip).

82139 2 (Salmonella enferitidisdsbA::cat)

82139 2 1 (Salmonella enteritidis con doble interrupcidon dsbA-/dle-, en presencia de los genes
plasmidicos, como son de mayor importancia spv v dip)

82139 2C (Salmonella enteritidis curada / libre de plasmido y dsbA-).

82139 CI (Salmonella enteritidis curada / libre de plasmido y dle-).

82139 2Cl (Salmonella enteritidis curada / libre de plasmido, dip-y de genes cromosémicos dsbA- v
dle-).

82139 2CI pSTBldle (Salmonella enteritidis, cepa complementada)

82139 2CI pSTBluel (Salmonella enteritidis, cepa control de la expresion fenotipica de invasion
del gen dle)
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Todas las cepas pertenecen al Laboratorio de Microbiologia Il de la Linea de Salmonella de la
Universidad Complutense de Madrid. Las cepas fueron conservadas a —70°C y —20°C en viales con
medio LB y glicerol al 20% y 50%, respectivamente.

2.2. Métodos y técnicas

Método estadistico para la seleccion de las cepas mutantes diseiadas a partir de s.
enteritidisv 82139 portadora de plasmido

Diseno experimental: disefo factorial completo.

El Disefio Factorial 2K, 22=8 permiti6 la Seleccién y el Disefio de la construccién de 8 simples, dobles v triples
cepas mutantes que determinarian la funcién génica de cada gen en estudio codificador de proteinas
TDOR: DsbA, DIp y Dle con respecto a la capacidad de movilidad vy a la vez de forma interrelacionada de

manera simultdnea y en las mismas condiciones in vivo en in vitro (Hernandez y col, 1999; Calzada 1964;
Douglas 1991).

2K 23=8 donde:
2, es el nivel de factor: Ausencia y Presencia
K=3, es el N° del factor, N° de proteinas en estudio:

DsbA (1), Dlp (2) y Dle (3):

A
o ai
bo bl bo bl
Co aoboco aoblco a1boCo alblco
C1 ahCy aghiCy a10,Cy abycy

Donde: a = DsbA, b=DIp y ¢ = Dle
o = nivel bajo, SUPRESION (ausencia)
1 = nivel alto, EXPRESION (presencia)

Estrategia de uso de los protocolos moleculares

- Extraccién de ADN plasmidico de Escherichiacoli. Se usaron los métodos del Maxiprép (Birboim y
Doly, 1979) vy el Método Miniprep.- extraccién répida (Birboim y Doly, 1979, citado por Mendoza
del Cueto; 2002).

Electroforesis en geles de agarosa. Se realizd seguln las técnicas descritas por Sambrook y col
(1989), citado por Mendoza del Cueto (2002). La concentracién normal de azarosa D-1, baja EEO
(Pronadisa) fue de un 0,7-0,8%, aunque se han empleado rangos variables entre 0,7% vy 2%
dependiendo del tamano de las bandas de DNA objeto de anélisis.

Extraccién de DNA a partir de geles de agarosa. Las muestras de DNA se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa especial para electroforesis de acidos nucleicos, SEA KEM GT7G,
suministrada por la marca comercial FMC BioProducts. Se tiné el gel con Bromuro de Etidio en un
bano durante 15 minutos, tras esto se irradia con luz Ultravioleta mediante una lampara o
transiluminador, se cortan las bandas que interesan por tamano y se introducen en un eppemdorf.

Electrolucion de DNA. Para la elucién del DNA se siguieron las instrucciones de los fabricantes del

Sephaglas Band Kit (Pharmacia). El Kit especial de filtracién unen DNA por uniones electrostéaticas.

Obtencion de Células Competentes de Escherichiacoli.

Se empleé el método de Mandel y Higa (1970), citado por Mendoza del Cueto (2002).

1. Se preparé un preinéculo sembrando una colonia en 2 ml de LB, suplementado con el antibiético
correspondiente, e incubar a 37°C con agitacién durante toda la noche.

2. Se inoculé 10 ml de LB, en matraz de 250 ml, (dilucién 1:25). Crecer a 37°C con agitacién hasta
alcanzar una DO g0 nm entre 0,45 y 0,55.

3. Se dej6é enfriar en hielo durante 15 min y luego centrifugar durante 10 min a 10 000 rpm y 4°C.
4. Se eliminé el sobrenadante (trabajar a partir de este momento a temperaturas de 0-4°C).
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Se resuspendié las células en una gota del sobrenadante y afiadir 20 ml de CaClg 30 mM enfriado

en hielo. Incubar 15-20 min en hielo.
Se centrifugé a 10 000 rpm durante 10 min y a 4°C. Eliminar el sobrenadante.
Se resuspendi6 el precipitado en 4 ml de CaClp 100 mM y glicerol al 15%, previamente enfriado.

Emplear una pipeta para resuspender las células e incubar unos minutos en hielo aumenta la
competencia.

. Se repartié la suspensién de células en alicuotas de 200 ul y congelar inmediatamente en

nitrégeno liquido. Conservar a -70°C.

Transformacion en Células Competentes de Escherichiacoli

1.
2.

3.
4,
5.

Se descongelé las células competentes incubandolas en hielo durante 10-15 min.

Se afiadié no mas de 15 pl de DNA, 50 ul de tampén de transformacién, previamente enfriado,
y se llevé a incubar 25 min en hielo.

Inmediatamente se incubd 2 min a 37°C y 10 min a temperatura ambiente.

Se afiadié 1 ml de LB e incubar durante 1 hora a 37°C con agitacién.

Luego se procedié sembrar en placas de LB agar, con el antibidtico correspondiente, no mas de
100 ul de transformacién por placa.

Método de Electroporaciéon para la obtenciéon de mutantes de Salmonella

A) Preparacion de Células Electrocompetentes

1.

2.

Se prepardé un preinéculo sembrando una colonia en 3 ml de medio LB e incubando a 37°C en
agitacién durante toda la noche.

En un matraz conteniendo 250 ml de LB con los antibiéticos correspondientes se inoculé 250 pl
del cultivo anterior.

Se incubé el matraz a 37°C y en agitacién constante (200 rpm), hasta que se alcanza una DOg,
de 0,75.

Se introdujo el matraz en un bano de hielo durante 10 min. para detener el crecimiento del
cultivo (A partir de este paso todo el proceso se debe realizar a 4°C).

Se recogié 200 ml del cultivo en las botellas de centrifuga Beckman de 250 ml previamente
enfriadas, y se centrifuga durante 10 min a 6000 rpm y a 4°C.

Con cuidado de no resuspender el sedimento y solo eliminar el sobrenadante, se resuspendié con
cuidado con 2 ml de agua estéril previamente enfriada, una vez resuspendido se transvasé la
suspensién a una botella méas pequena de 30 ml (también de la casa Beckman) previamente
enfriada y se centrifugd nuevamente en las condiciones anteriores.

Nuevamente se elimind el sobrenadante, y se resuspendid en 2 ml de agua estéril y enfriada, tras
lo cual se centrifuga durante 15 min a 6000 rpm y a 4°C.

. Se eliminé el sobrenadante y se resuspendié en 0,2 ml de agua estéril y enfriada para luego

trasvasar el cultivo a un Eppendorf enfriado v se centrifugdé 1 min a 13 000 rpm.

. Se eliminé el sobrenadante y se resuspendié en 250 ul de agua estéril. Se distribuyé en alicuotas

de 70 pl a tubos Eppendorf agregando un 20% de glicerol. Mediante un vortex inmediatamente se
mezclé homogéneamente y se llevd a conservacién a —70°C por tiempo indefinido.

B) Electroporacion de Salmonella

1.
2.

3.

4.

Se incubd las células electrocompetentes en hielo durante 10 min para que se descongelen.

Se anadié una cantidad de plasmido entre 2 y 0,5 pl, dependiendo de su concentracién y pureza,
alos 70 ul de células y transferir la mezcla a una cubeta de electroporacién previamente enfriada.
A continuacién de generé una descarga eléctrica en el electroporador a 2,5 pF, 129 ohmios vy 1,5
Kv. El electroporador empleado fue un Electrocell Manipulator 600 fabricado por BTX, San Diego.
Inmediatamente se afladié 1 ml de LB a la cubeta y se transfiri6 la suspensién a un Eppemdorf,
se agité 37°C durante una hora. Tras la incubacién las células se recogieron por centrifugacién y
se siembran en medio selectivo.

Obtenciéon de la cepa doble mutante 82139 2Cl (Salmonella enteritidis curada y con
interrupcion de genes cromosémicos dsbA vy dle) utilizando Fago P22 mediante el
Método de Transduccion
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Método protocolizado por el laboratorio perteneciente a la linea de investigacién de

Salmonella

Produccién de Fagos

>

De un pre inéculo de la cepa S. enteritidis 82139 1, a partir de 10ml en caldo LB Km+ en tubo,
incubados a 37°C durante o/n con sistema de agitacién. Se cogié solo 2.5 ml. (250ul) que fueron
inoculados en un matraz conteniendo 250 ml. de LB Km+, en una proporcién de (1:100).

Se Llevé a incubacién a 37°C durante 2 horas por 200 RPM en sistema de aireacién y agitacion.
Se dejé que el inéculo llegue a D.O. de 0,4 aproximadamente en 2 horas especifico para
Salmonella enteritidis.

Se agregd al Inéculo bacteriano 1 ml del Stook Madre de Fagos. Se dejé incubar a 37°C durante
4 horas a 200 RPM en sistema de aireacién agitacién.

Terminado el tiempo se detuvo el proceso y agregar 1 ml de Cloroformo.

Se centrifugé a 3000 RPM durante 35 minutos. E inmediatamente se procedi6 a recoger 10 ml de
sobrenadante y se filtr6 empleando filtro para bacterias y guardar a 4°C. Este proceso también es
empleado en Titulacién de Fagos Frescos (virus que transfieren genes Hasta 1% del genoma
bacteriano, que por error o al azar entra a la capside del virus). Para Transduccién se requiere de
més de 10 *UFP / mL. Se recomienda el uso de concentraciones de 10 ! UFP / 10mL.

Titulacion de Fagos a partir de lisados

>

A partir de un Stock de FAGOS FRESCOS de Fagos P22 se sembré unos 100 ul (0.1mL) de un
cultivo saturado de la estirpe indicadora, se preparé las respectivas diluciones de 10" hasta 10° y
se sembr6 de cada dilucién 10 ul por el Método de la gota en una placa de LB conteniendo el
antibidtico necesario que previamente se habia sembrado por el método de superficie el cultivo
bacteriano (Salmonella enteritidis 81239 1 Km+).

Se dejé incubar a 37°C durante 16 horas (o/n).

Se realizé el recuento de placas liticas formada en cada gota sembrada, tomando en cuenta la
respectiva dilucion empleada y que la concentracién Optima para infecciones es de
concentraciones entre 10° a 10'® UFP/ml. Cada placa se origina a partir de una tnica particula
viral presente en la mezcla. Y cada particula viral infecta a una bacteria y desarrolla un ciclo de
infeccién.

Obtencién de la cepas dobles mutantes 82139 2CI por el Método de Transduccion

PRIMERA FASE

>

>

Se sembré una alicuota de la célula bacteriana 82139 I (estirpe donadora) en un matraz con 25
mL de caldo LB y su marcador molecular (antibiético) y se dejé incubar a 37°C x 3 h.
Transcurrido éste tiempo se agregé 500 ul del Stock Madre de fagos P22 (obtenidos a una
concentracién de 10° UFP/ ml en el cultivo joven de la cepa 82139 I) y se dejé6 4h maés en
incubacién a 372 y en sistema de aireacién agitaciéon a 200 rpm (proceso litico).

Terminado el tiempo de incubacién, se detuvo el proceso agregando 1ml. de cloroformo, se
transvasé 10ml. en un tubo y se llevé a centrifugar a 3 000 rpm durante 35 min. Se recogié, filtrd
v guardé el sobrenadante a 4°C listo para iniciar la segunda fase no litica; también de este
procedimiento se puede realizar titulacién al Stook de Fagos frescos y conservar como Stock
madre joven.

SEGUNDA FASE - TRANSDUCCION DEL DNA

>

Paralelo a la primera fase se preparé un cultivo bacteriano de la cepa receptora en 3ml. en
caldo LB, con el marcador molecular correspondiente para la cepa 82139 2C, v se lo dejé en
incubacién por 3 horas a 37°C en sistema de agitacién y aireacién. Luego de la incubacién se
procedié a sembrar la cepa obtenida 82139 2C por el método en superficie en placas (03) con
medio sélido LB haciendo uso de bolillas de vidrio. Luego del sembrado las placas fueron llevadas
a incubacién a 37°C durante o/n (16 horas).

De un cultivo de células donadoras 82139 I se tomd 500 ul y se homogenizé con 500 ul del
stook de fagos joven titulado (obtenidas en la primera fase conteniendo 10™UFP/10mL; que
fueron obtenidos a partir del mismo cultivo bacteriano 82139 I, bacteria donadora). Y esta
mezcla se agregb en una placa de LB conteniendo el indicador selectivo “en forma de cama”,
en las placas de 82139 2C hasta conseguir la total distribucién homogénea.
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» Se dej6 durante 1 min de contacto con el medio sélido y luego se procedid a extraer con ayuda de
una pipeta el liquido sobrenadante del cultivo. Posteriormente, se deja la placa secar a
temperatura ambiente (10 minutos).

» Una vez que la mezcla se haya secado en su totalidad se llevé la placa a incubacién a 37°C y
durante 16 horas (o/n) y puesta la placa en incubacién de forma invertida.

TERCERA FASE: OBTENCION DE MUTANTES

> Determinacion de presencia de transductantes resistentes o inmunes a nuevas
infecciones con P22. Se realizé por selectividad de siembras selectivas en medio verde y
conteniendo el antibidtico selectivo. La estrategia utilizada en el presente trabajo experimental fue
la seleccién de transductantes libres de fagos que asegure que el gen transmitido se haya
recombinado con el cromosoma bacteriano. La seleccién se logré sembrando las colonias
obtenidas de la transduccién en placas conteniendo medio verde para fagos. En este tipo de
placas, los pseudoliségenos son de color verde oscuro y las colonias libres de P22 selectivas son
de color verde claro.
Existe diferencia de color en el cultivo, el color verde oscuro se debe a la existencia de lisis en las
colonias de pseudoliségenos; dicha lisis acidifica la colonia y hace virar el compuesto indicador.
Generalmente se necesitan dos o tres siembras sucesivas en placas verdes para detectar aislados
libres de fago. Dichos aislados se forman por segregacion esponténea de células libres de profago.
Se considera que un transductante esta “limpio” cuando en el aislamiento correspondiente no
aparece ninguna colonia de color verde oscuro, tomando en la totalidad de las placas, colonias
de color verde claro.
Las colonias resultantes 82139 2CI doble mutantes se logré utilizando el método descrito en el
medio verde conteniendo ademds el marcador molecular de las mutaciones de su respctivo
antibidtico especifico; Kanamicina para el gen dle y cloramfenicol para dsbA. La Técnica resulté
100% efectiva al tipo de mutante esperada. La cepa doble mutante fue determinada inicialmente
por el crecimiento en presencia de los dos antibiéticos Kanamicina y cloramfenicol y luego por
PCR. La cepa fue utilizada en el estudio de la funcionalidad de Dle y su interrelacién con DsbA y
Dlp, tres proteinas periplasmicas TDOR via oxidativa.

Secuenciacion automatizada del DNA

Para la extraccién del DNA plasmidico se utilizé el método de lisis alcalina de Birboim y Doly (1979)
citado por Mendoza del Cueto 2002, y modificando por Villanueva L. y R. Rotger (2003) afiadiendo
RNasa inmediato a solucién de lisis I, proceso en frio.

La extraccién y amplificacién de DNA cromosémico en la doble mutante se logré utilizando la PCR
convencional llamada PCR Star, que permite la mayor lectura y el reconocimiento de regiones N no
determinadas de las secuencias nucleotidicas del gen en estudio.

Para la extracciéon del DNA se utilizé el método de lisis alcalina de Birboim y Doly (1979) citado por
Mendoza del Cueto, 2002, tratado con RNasa inmediato a la solucién de lisis 1.

La secuenciacién automética tipo enzimatico se realizé en el secuenciador A.L.F. DNA sequencerde la
casa comercial Pharmacia LKB. Luego se procedié al estudio de su secuenciacién y a la
comprobacién de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas.

Amplificaciéon de DNA mediante P.C.R.Star

Se utiliz6 la técnica de PCR convencional modificada utilizada en la Linea de Investigacién de
Salmonella para estudios de los genes codificadores de proteinas TDOR , llamada reaccién en
cadena de la polimerasa PCR Star empleando el termociclador Mini Cycler TM — MJ Research (Hot
Bonnet Heated Lid forthe PTC ISO Mini Cycler TM). El DNA complementario (DNAc ) se logré
mediante la preparacién de dos Stoocks .

Verificacion de la obtenciéon de la doble mutante 82139 2C vy la triple mutante 82139
2CI obtenida por transduccién

a. Disenos de oligos

Se disené en el Laboratorio de la Linea de Saimonella — Departamento de Microbiologia Il — Facultad
de Farmacia — UCM. Los Primers 1 y 2 para cada gen en estudio con una temperatura Tm no mayor
a 64°C.
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o Utilizacién de oligos de del.

Ndle; GTGACGATGAATTATGCCCG y CdleZCTTTATCATCAGTCGGCATCA

o Utilizacién de oligos de dsbA. - disenados por Mendoza del Cueto, 2002.
NdsbA1 GGA GAG AGT TGA TCA TGA AAA AG y CdsbAZ: CAT CTT ATA AAA ACG
CCG CTC AG.

b.- Determinacion de la cepa 82139 2C y 82139 2Cl,utilizando el método de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) empleando un termociclador Mini Cycler TM MJ Research.

Tratamientos enzimaticos del DNA requeridos en Clonacién
Digestién con endonucleasas de restricciéon y Ligaciéon de Fragmentos de DNA.

Propuesta de Modelos Biorrecatotes con fines de Produccion de Preinéculos e inéculos
de las Cepas Vacunales

e A gran escala, en la produccién de pre inéculos bacterianos se propone el uso de un
Biorreactor Loop de Circulacién Interna, Flujo Invertido con sistema de aireacién, con
Agitador Hélice y Cortador de Espuma (BLIIHC - 11).

e A gran escala, en la produccién de los in6culos bacterianos (cepas vacunales) se propone el
uso de un Biorreactor Loop de Circulacién Interna, con sistema de Agitador Hélice y
Cortador de Espuma (BLIIHC - 11).

lll. RESULTADOS

Ya contando con las cepas de coleccién pertenecientes al laboratorio de investigacion de Sa/monella
del Departamento de Microbiologia Il - UCM, de la Universidad Complutense de Madrid — Espafia,
las que fueron obtenidas a partir de Salmonella enterititidis 82139 portadora de plasmido: 81239 1,
82139 2, 82139 Cy 82139 2C, se siguieron los estudios con la respectiva construccién de 82139 CI,
82139 21, 82139 2CI, 82139 pSTBldle y 82139 pSTB1. Se consiguié la construccién de cepas
curadas con interrupcién génica dsbA, denominada Salmonella enteritidis 82139 2C vy de la cepa
82139 2CI denominada triple mutante, cepa curada v doblemente mutada dsbA /del obtenida por
transduccién génica de la cepa 82139 I en 82139 2C; asi como también de cepas complementadas
con el gen cromosémico dle utilizando vector multicopia denominada 82139 2CI pSTB1dley 82139
2CI pSTB1 (cepa utilizada como control de expresién fenotipica del gen dle). Dichas cepas
permitieron la comprobacién de las respectivas determinaciones de expresién fenotipica de movilidad
y de capacidad de invasién bacteriana con respecto al gen en estudio dle,dsbA v dip presentes en
Salmonella enteritidis. Se utiliz6 como cepas controles a 82139 yv 82139C, cuya expresién daria un
margen de orientacién del comportamiento de la cepa nativa virulenta libre de interrupciones génicas.
Las cepas fueron obtenidos y seleccionados haciendo uso del Disefio Factorial con fines de elaborar
cepas vacunales. Para las respectivas comprobaciones del gen en estudio dle, asi como de las
respectivas mutantes con interrupcién génica y complementacién génica, se utilizé la ingenieria
genética. Se inici6 con la Estrategia del uso de los Protocolos Moleculares modificado en la presente
TESIS con fines de optimizacién adecuada para el Gn. Salmonella. Se procedié al estudio con la
obtencién del gendle en la cepa de Salmonella enteritidis 82139 C utilizando la Técnica de PCR Star.
Para la verificacién de secuenciacién del gen aislado por PCR se insertd el gen dle en un vector
multicopia y se procedié a clonarlo en E. coli 5DHa. (bacteria comercial competente para clonacién)
utilizando el procedimiento de clonacién por Transformacién y por la técnica de Tratamiento térmico
para su obtencién a mayor escala Izquierdo M. 2001; Hanahan D, 1985; Casadesus dJ, 1995. Para
éste ultimo objetivo se procedid a realizar cultivos de E. coli5 DHa en medio caldo Luria Bertoni (LB)
conteniendo el gen dle y luego del proceso de incubacién se procedié a aislar los plasmidos por la
técnica de Miniprés, técnica rapida y utilizada en un inicio para su pronta verificacién y seleccién de
clones (Kang J. ef al, 2001; Mendoza del Cueto, 2002). Verificado los clones se procedié su
extracciéon plasmidica por la Técnica de Maxiprés, obteniéndose un gen altamente purificado. Para la
obtencién de su concentraciéon adecuada se decidi6 la técnica de Elucién del gen utilizando un Kit
comercial . Este constructo, el vector conteniendo en su zona de insercién o llamado zona clonacién
el gen dle en estudio posteriormente se procedié a la clonacién en la cepa 82139 2 con la obtencién
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de la cepa 82139 2I. Para la obtencién de la cepa 82139 2CI se logré6 por ofra técnica de
Recombinacién génica por Transduccién, utilizando la cepa 82139 I en la cepa 821392C.

Para la verificacién del gen en la cepa complementada 82139 2CI con dle se procedié su verificacion
del gen en el constructo del vector multicopia recurriendo a la técnica molecular de extraccién del
gen por la Técnica de Extraccién de plasmido Maxiprés v a la técnica de elucién de DNA para la
obtencién de un DNA purificado y concentrado, requisito para la secuenciacién del gen posiblemente
funcional. Este Plasmido fue llevado a secuenciar para su verificaciéon del vector conteniendo en su
zona de insercién o clonacién al DNA exdégeno dle(Fig. 1, 2, 3, 4, 5, 6).

En una cepa silvestre (nativa) 82139 se clond por el Método de Electroporacién el vector portador del
constructo dle::Kam (extraido por el método maxiprés) obteniendo la cepa doble mutante 82139 .

Enla cepa 82139 C (cepa curada, libre de plasmido ) se cloné por el Método de Electroporacién el
vector portador del constructo dsbA:.Cim (extraido por el método maxiprés) obteniendo la cepa
doble mutante 82139 2C. Cepa doble mutante con interrupcién del gendsbA y en ausencia de dip.

Utilizando la cepa 82139 I (previo a la tesis) y la cepa 82139 2C se procedié por el procedimiento de
Transduccién génica utilizando el fago P22 especifico para el Gn. Salmonella para la obtencién de la
cepa triple mutante 82139 2CI. Al igual se utiliz6 la cepa 82139 [ en 82139 2 para la obtencién de la
cepa 82139 2I. Para su verificacién de la triple mutante se procedié al sembrado y aislamiento de la
cepa en medio verde para fagos conteniendo el antibiético marcador Kanamicina que determina la
presencia del nuevo gen dleinactivo (dle::Kam) en la cepa 82139 2C la que fue sembrada tres veces
consecutivamente cultivos jévenes, hasta obtener el cultivo libre del fago P22.

El estudio del gen funcional dle se logré utilizando las cepas 82139, 82139 2C, 82139 2ClI, 28139C
comparando e interrelacionando la actividad de Dle con DsbA y Dlp por ausencia de los genes
codificadores por efecto de inactivacién génica (mutacién). También se procedié a verificar la funcién
del gen del por presencia del gen codificador de la enzima TDOR Dle, utilizando la estrategia de
complementacién génica (significa la insercién de nuevo del gen dle), logrando clonar solo el gen en
estudio dle en un vector monocopia en una cepa triple mutante 82139 2CI y determinar su
funcionalidad por presencia solo del gen en estudio (Fig. 3 y 4).

+ PCR 0504 &1
5. anisnps:

.cu

52159C |3. curaga)

52136 2C1 {4, cUraga
ooble mutants

82153 ©.cursda {1}
82153 2C. cursds dsba /i
+ PCR gaba:

52135 < {2

1gsba §2)

dle-aph™3 = 2 497pb ]

Sphs 185KE 1

C-dle
dle “— C-die
ofBaT ., o=—— <
die 662 pb |
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=]

Fig. 2.- Verificacion de Clonacion del gen dle: A) Extraccion del Vector monocopia extraido por la Técnicade
Mininrés B) Extraccidn del Vector monocopia por la técnica de extraccion de plasmido por Maxiprés

C) Verificacion por corrido electroforético del vector monocopia y de clones D) Verificacion de clones y su

extraccion porla Técnica maxiprés con fines de secuenciaciondel DNA funcional insertado.

Estrategia de Interrupcion génica del gendieen
S. enteritidis 82139, identificado por PCR:
82139 2ClI (1, cepa curada sin dip y doblemente
curada dsbA / dle),

821321 (2 y3, cepa con interrupcién die)

82139 Cy 82139 2C (4 y 5, cepas curadas).

Estrategia génica para estudios de complementacion del gen
cromosomico dle en S. emteritidis 82139 2CT:

* Extraccion plasmidica del vector pSTBl y dela
construccion de pSTBl dle en E. coli DH3u (17 2),
Método de Maxiprés. Y

Obtencion de cepa complementada dle en 82139 2CT( 3,
curaday doblemente curada dsb4 / dle)

Meétodo de Extraccion plasmidica por Miniprés

Fig. 4. Comprobacién de la complementacién del gen cromosémico dle en Salmonella
enteritidis 82139 2Cl y su verificacién del clon por la Técnica de extraccién plasmidica Maxiprés.

17



Revista “Ciencia y Tecnologia”, Escuela de Postgrado - UNT

Fig. 5. Andlisis comparativo de secuencias nucleotidicas que codifican oxidorreductasas en
Salmonella enteritidis 82139 con respecto a Salmonella typhi por Villanueva L. y R. Rotger,2003.
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>rdl D AT TITC T AL AT T AT GRS EAA TR TTCOGEC TEC OGO CTITRAATERACCATED el
>>dzbia - - - 2
>>dsbi. ———— 4
>>dle, 0000 e CCTTTCATTCTSTATATCT 19
>>dlte ATTAR A CGATTI TRC TG CI G CTIGICAGECEGETRACCOETTALRGCEECOCTTITICATICIGTATATCT 120
Al D ATTRATATTITRCOTE SCTGICREETE =T I'I'}-'LPLI"'"""I TTTTETTICIGTATATCT 119
Frxdesbhla GCEACRAGRCRLROEACTTITATTIE :;.,..,:;,,:a.,.,:rma:rrr GCRCERARCCOCCTTITACERATT a4

>r>dall, oA CARCACANC GACT T ITTAT T GAGCAGACTAR R AT TT TECRCE. oo CTITTARCAEATT €4

e e W -

Frxdle. T ITATCOCAT A GT I TIC O T ERCEATERL TT A TECCCGEEAGCTIGTITTITIC CT GRSEE Ta
>>dlte ETITATCCATGEAGTGI T ICOE T GACCGATGAATTATGCCCEEGAGCTISITITICCTGAGEES 180
Al Do ETTATCCAT A GTET T IO O T EACCGATGAATTATECCCEGERAATCTETATTCCOCTGARGE 179
>rdall., CEC CITATTAA T - CECAGRAGAGTIGATCATCRAARAMCATITEECTGECOECTEECT 123
>r>dall, CGCC GITATTAAT - CoCAGAGAGTIGATCATGARR B ACAT GECTEECECTEECT 123
e I T T " PR - o - -
Frdles GRATATIATTITIICITITIIT—-ITITARCCIGECIGOECCOCEICCTISIGATIGOECAGERGT 136
>>dlte GAATATITATTITCITITITTI———-TTRCC SGCCS..,a..,..,..,Gr'I..,..,I"'Iau‘-‘L GCOGCREGRET 237
>dlpa AR ATATITAT T CTTCTITEGC I GT TG TIT IS TIG TG CACECOCTECTICETIGCRACRAGEAGET 239
>r>dabb, GE-TATGETITITAGCTIITA— —GOGCCTICGECAGCACRA GCGATCASCSACEETA—RLCRGET 178
>r>dalb., EE-TATGETITITAGCTITITA— —GCECCTCEECAGCACA—GATCACCE -\_,aa:['}-'L—}-'a...‘-'L._,..‘-'L"'I' ivea
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>rdl e, GEEAGTICATARAROECOCCT COCCOGOCGE, SEARCTATTITITCOCTITT 196
>>dlte GEEAGTICATRACTOCCTITGE T GECTE ua..,ua}-‘&.a’a'ISSu‘-‘LhCIAITII‘ICTII‘I 237

>rdlpe GEEAGTCCATRACEOCTOCGET GG CTIGATED CECTGTEETIGEAGITCTITITOCOTITITT 2939
"I“S;—'LIAA.&_."‘""'T._.;\_.I‘ ._.a}-'u-h_.""""'}-';.a"'l'}h_.l' GGAGCTITTICICCITCT Z3g

>>dshl. CALCECTECAT LA AOCEET O CT S ECER AT STACIGEAGTITTICICATICL 238
- P s e meke | e ww we wde w
>>dle. SCCCTECTATECET T CTCACAGACGAT GECCETEECT o= ZEE
>>dlte ACTETOCECCCTECTATECET T O CACASACEA TEEECE TECCCOESEOCATOOGECRACE 357
>>dlp. A TECOCECCCT GCTATGCGT T O CACASAC AR T GEECETECACCACGOCATCOGSECACE 359
>>dsbla ACTECOCACATTGT TATCAGT T TGAAGARGTEC T TCATGTETC TEACA AT CTGALG zss
>rdshie ACTECCCACATTGT TATCAGT T TGARGAAGTEC T TCATGTETCTGACAATSTGAAGARRL 298
dnhede dede de Ak i e - w - e e - -
>>dle. TACTGOCECACEET GACOGEAT GATCA M TACOCATETCARC CT GCTSEECCOCCTOGEOC 316
>>dlte TR CTEOCECACEET A COEEL T A TCA A TAOCATE TCAGCCT GCTEEECCOCCTORE 0 417
>>dlp. TACTEOCECARSGT CACOEEA T GETCA A TAOCATE TCACCCIGCTEEECCOCCTOEE0C 419
>>dsbla AECTGOCGEEARCECACCARAAT GACCA MG TACCACETTGASTICCTSEGECOGTIGGECR 358
>>dsblie ACCTGOCEA ARG ECACCARGAT GACCA MG TACCACETTGASTICCTEEGECOGTTGGECR 358
e e h e - G e ek e e dek ek w Ak Aw A wdew
>xdle, ATEAGCTEA CACGEECCAGEECEC TECOCATCATCATCARCCAR M TEACCTEETCGAGE 376
>>dlte ATEAGCTEACACAGECC TEEECEC TEEOCATCATCATGARCCARA M TEACCTGETCGAGE 477
>>dlpa AT A GCT CACACGECCC TOEECECTEECCATSCTEATCARCCARACCCACSTEETCGACR 479
>>debl. CEAGC TCACC CAGGECAT CEEOEET GECEATCEOE T TECE TG TAGAACAT AL ACTCACEE 418
>>desbl. AECAGCTCACOCAGECATEEECEETECOEATCECET TEGEECTAGARGATARAGTCACGS 418
b A Al d e ek d wAA A ddA % A N e -

18



Revista “Ciencia y Tecnologia”, Escuela de Postgrado - UNT

Frdle,
#rdlhe
>>dlp,
>>dzbl,
»rdsble

Frdles
»>dlLe
>>dlp.
>rdzsbl,
>rgdsblh.

»>ile,
Frdlie
#>dlne
>>gdzbl,
>rdsble

Frdle.
F>dlre
>>dlp,
>>dzbl,
>rdabl.

Frdles
#rdlhe
>>dlp.
>rdzsbl,
Frdsble

Frdle.
F>dlre
>>dlp.
Frdsbly
»>gdablh.

Frdles
#rdlhe
>>dlp.
>rdzsbl,
>rgdsblh.

Frdle.
F>dlre
>>dlp.
»rdzbl,
»>gdablh.

Nota:

GEOCTICTTCRTG GO OG- ACATCET GEAGRARACGOCT GCATICCCOGEACGATGTCCAT 435
GECCTTICT TR GG OG- ACATCET GEAGARA CGOCT GCATTCOCOGEACEATETCOGT 53
GECCTICT TR OGO G- CoATCET CEAGARA CGOCT GCATTCOCOGEACEATETCOGD 538
COCETGTITT ARG O TACAGRAR R A CC R GRCAG-TRCRARTCTGOCGCGEATATCCOET 477
COCGCTETTT ARG CCTACAGRR R ACCCACRCRG-TRCRATCTGOCECGERTATCCET 477

CEEETGI TTATGTC TGO CACCGET AT CAGTCGC GG EAGTATGACAGAAGTATARAR-2G 494
CEEETGITIATGTCTGCTRCC GET AT CAGTC GO GEECAGTATGACRGRRGTAT AR RR-2G 555
CEEETEITIATGTC TGO CRCC G ET AT CAGTC GO GORGAGTATGACRGRAGTAT AR -G 557
AR RCTGT TG T-—-TeA TGO T CARAG RO CAA GATTRACGAT-GOGECAT GEARCAL 533
AR ETGTTCGT-—TeA TGO T AR A GO GRA CATTROGAT-GOGECAT GEARCAE 533

LGOI GAR TR A TEET G AT TR A - RO GETTGTI TARGERATATGECETEE 553
TCCC GG TRAATGACAT GET GECATTACAGEA-ACGETI GI TTRAGGARTATGECETGE 654
O GCC T AL TR A TE T G AT TACRGGA - RO GECTCTITARGERATATEECET G 652
CITCGT eI AR TR T GET TECGC AR CAG AR R AR OGO GECTEACTTGCRAC-TGE 552
CITCGT TR TCACTGET TEOGCAR CAGEAGARACOCGOGECTGACCTGCAAC-TGE 5352

GECCGACGCCTTOCETCTATCTOCET CEC0CTTACCACATCALCALTCOCEOCTICACOE 613
GEECGACGCCTTOCETCTATCTOCETCEC0ETTACCATATCARCAR TCOCEOCTICEETE 714
GEEEGACGCCTTOCGTETATCTOCGT CEONETTACCACATCARCAA TCOCEOCTICAEOE T16
GECCEI TCCGECEATCTTOETCAAT CECARATACCACATT ALCCCACARGECATGEATA 652
CECCETTCCGECEATCTTCETCAAT CECARATACCACATT AACCCACAACECATCEATA 652
CATTCTCCETCEAAGACTTCAGEAGCCGT TATEC TECEGTECTCOREARACTGCTGECCE 673
CATTCTCCETCEALGAT TTCAGEAGCCETTA s::s:ss GETCCEEARACTGCTGRCCE 774
CATICICOETCEAAGACTTCAGEAGCCCT TATCC TEOCCTCCT COGE GCTGECCE 776
CCAGCAGCATEGATGITTTTCTT CA G CAGTA TG CTGATAC CRT— ~GARA TATTTGETTG 703
CCAGCAGCATGRATGT TTITETICAGCASTATGCTGATACCET -~ @ ARTATTIGETTE 709
STRACCCTGATGCCEACTGAT GATARAG ——— ————— - - —~ 701
GTALCOCTGATCOCGACTEAT GAT A AGECACCATACACECORCAGATATCOCOCCECTC B34
GTALCCCTGATGOCGACTGAT GAT AR AGECACCATACAGECOREAGATATCCTOCCECTC B3 6
ATAARAMATARAAACAACCCCEETCACTGACCEECETT TTTATARGATCT TTTAAT-CIC 768
ATAARAANTAMAAAGAACECCCETCACTCACCECCETT TTTATARCATCT TTTAATCIC T68

CECECECTEATTCT CCTGCTECTEACCAGCETCT TTATCTCCEECT TICTCACCEE0ETC 894
GTCCECTGATTCTCCTGCTEC TEACCAGCETCT TTATCTCCEECT TICTGACCEGOETC BI6
T T T AT T G mm = o e o o e e e 777
TTETATE TG —m—m = —m == = e m 777

GECCATECTCTEECTTATCTECORTGEEEE 52
CIGECCATECTCTGECTIATCTGOOET GEEE0 528

Se utiliz6 el programa bioinforméatico brindado por el NCBI, Centro Nacional e Internacional
Bioinforméatico de Referencias de secuencias de genomas y proteomas del Banco de Mapeo
gendémico y protedmico de células eucaridticas y procariticas. Y se determiné lo siguiente:

dity dle presentan homologia con orf8 (srgA, dlp) en un 90%.

dle presenta un 52,64% con respecto a dsbA de S. enteritidis 366 y en un 52,7% con respecto a
dide S. fyphi (presentado por Mendoza del Cueto, 2002; corroborado los datos en Salmonella
enteritidis 82139 portadora de plasmido por Villanueva L. y R. Rotger, 2003; investigadores
pertenecientes a la Linea de Sa/monella de la UCM-Espana).
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Fig 6. Analisis comparativo de secuencias aminoacidicas en proteinas oxidorreductasas entre salmonella
enteritidis 82139 y salmonella typhi por villanueva l. y r. rotger, 2003.

»>0le, -—HNYARELFFLRGILEFS-FELPCGCARPVIAEWEFITPLVAIREAEVELESFYCPPCYA BT
*>01t. MIMNYARELFFLECILES-FFLPGRARPVIACQEWEE ITPLVADAPLEVELFFFYCPRCYR B9
*>0lp,. ——MYARNLY SLEGILCSSLLLEFCCARPAVAOEWES ITPEVADAPAVVEFESFYCPPCYR 58
>r0=hl, ———MEETWLALAGHMVLA--F SRS AR QT SDGED Y ITLDEEVAGEROVLEFESFYCPHCYD 54
>rDshbl. ———MEETWLALAGHMVLA--F SRS AR QT SDGED Y ITLDEEVAGEROVLEFESFYCPHCYD 54
- * ‘I.:: - - d.: LTI - ‘I.d._ * :J:\I. Ak Ak
*>0le, FE0THGVAQA TREVLPHEDEM TEY HVHLL GP LGHEL TRARR LAMMMEE TDVVEEREEMAD 117
*>0lt. FES0THMGVAR L TRHVLPHEDEM IEYHV S LL GPLGHEL TQAWA LAMMMEE TDVVEEREFTAD 115
*>0lp. FE0THMGVDOAIREV L QCDEMVEYHV S LLGP LEHELTRAWALAMVMEE TDVVEEREEMAD 118
»>[shi, FEEVLHVSDNVEEELPEGTEMTEYHVEFLGPLGEEL TOAWAVAMAL GVEDEVIVPLEERY 114
»>[Oshi. FEEVLHVSDNVEEE LPEGTEMTEYHVEFLGPLEEEL TQAWAVAMAL GVEDEVIVPLEERY 114
x0le, MVEERLHSPDINHRVEFM SA TG I SRGEY DR SIES PAVHNDMVALOEELEEEY GVRETBSVEV 177
=>01ts MVEERLHSPDINERVEFH SR TG I SRGEY DR SIES PAVHNDMVALOEELEEEY GVRETRSVEY 175
>0l MVEERLHS PDDVHRVEMS A TG ISRGEYDRE TES PAVHDMVALQERLFEEY GVRGTRESVYV 178
»>[shl, QETO TV SRR DT REVE VIR G- VEGED YR AW NS EVWES LVAQOEFR A DL OLOGVEEMEY 173
>>Dabl, QETO TV A A DI EEVEVIAG-VEGEDY IR AWNS EVVESLVAQOUEFARADLOLOGVEAMEY 173
PO B AL S b S ToTIR wIIoH
*>Dle, GEYHINMRAFSAFSVEDFRSEYRAVVEELLAGHADRD Z15
*>01te RGEYHIMNAAFGAFSVEDEFRSEYARVVEELLAGHPDAD 217
x01p, RERYHINMARFGRAESVEDEFRSRYRRVVEELLRAGHEDAD 216
=>[=bhli, NGEYQINPOGMDTS SHDVEVQYADTVEYLVIKE —— 207
»>[shl, HGEY QI NP QDT S 8DV EVQOYADTVE YL

VIEE--— 207

W - e " - -

RELACION HOMOLOGA ENTRE PROTEINAS:

Dle. codificados por genes cromosomicos

PROTEINAS Dilp: codificados por zenes plazmidicos
— sehe

TDOR
Dshly codificados por genes cromosomicos
—— paa

Dle: : Dlp: » Dabd, (5 srremdis) .
Dilts ¥ DsbAx (5. apha)
Srede (5. o himurium)

Nota:

Se utiliz6 el programa Bioinformético brindado por el NCBI, CentroNacional e Internacional
Bioinforméatico de Referencias de secuencias de genomas y proteomas del Banco de Mapeo
gendémico y protedémico de células eucaridticas y procaridticas. Y se determind lo siguiente :

Las proteinas TDOR del sistema Dsb como es DsbA, presentan homologia en el centro activo con
respecto a Dlp y Dle.

Dle presenta homologia en un 32,37% con respecto a DsbA de S. enferitidis366 como también en S.
typhiMendoza del Cueto, 2002; corroborado los datos en Salmonella enteritidis 81239 portadora de
plasmido por Villanueva y Rotger (2003).
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IV. DISCUSION

Se utiliz6 estratégicamente los protocolos genético - molecular en la obtencién de cepas vivas
atenuadas en su virulencia. Los Protocolos permitieron la construccién de mutantes simples, dobles y
triples. Las técnicas de Ingenierfa Genética permitié la obtencién de estas cepas mutantes que se
lograron por recombinacién génica: por Transformacién (por tratamiento térmico para E. coliy por
Electroporacién para el Gn. Salmonella, a éstas células se les llama células competentes, que viene
del término de competencia génica cuando se adquiere DNA exdgeno y puede llevar a cabo la
funcién de ésta nueva informacién génica de forma natural) obteniéndose de este modo las cepas
82139 2, 82139 1. Por Curacién génica se obtuvo dobles mutantes 82139 2C y por Transduccién,
cepas triples mutantes como es Sa/monella enteritidis 82139 2Cl. Hacia fines de la década de 1950,
Cold Spring Harbor ofrecié un curso anual sobre fagos y concurrian numeroso investigadores y
lograron éxito en la técnica por realizarlo en un mismo organismo unicelular como son las bacterias.
En éste caso el Protocolo se especializé en el Gn. Salmonella utilizando el fago P22 que tiene un
receptor especifico codificado por el gen5. Para que el fago sea util como sistema de
experimentacién deben aplicarse métodos que propaguen y determinen la cantidad de fagos. Los
fagos tipicos se propagan cuando proliferan en un huésped bacteriano apropiado primero produce
lisis en un medio de cultivo liquido y luego en un cultivo sélido ya no cumple una lisis sino que
adopta una via de desarrollo alternativa denominada lisogenia. En la lisogenia el genoma del fago se
integra en el genoma bacteriano en lugar de replicarse y no se expresan los genes de la recubierta. En
este estado e inhibido el fago se denomina profago. En cambio de la via lisogénica a la via litica se
denomina induccién.

Los protocolos empleados en clonacién microbiana fueron modificados con mucha precisién, se
lograron solo con el primer ensayo en los tres primeros meses de experimentacién (Fig 1, 2, 3, 4, 5,
6), la eficiencia se debe a que cada procedimiento o cada Protocolo se trabajé con mucho
requerimiento en pureza y en concentraciones adecuadas °. La actividad del gen dle se llevé a cabo
por dos Estrategias génicas : Por Inactivacién génica (Fig 3) y por Complementacién génica (Fig4). La
Ingenieria genética realizada logré el perfecto aislamiento y secuenciacién del gen en estudio de/ (Figh
y 6) v de la verificacién de los genesdsbA v dip. La Estrategia permitié la obtencién de posibles cepas
vacunales.

Se utiliz6 estratégicamente los protocolos genético — molecular en la obtencién de cepas mutantes
vivas atenuadas a virulentas. Se utiliz6 el Disefio Factorial en la seleccién de los diferentes disenos
de mutaciones de cepas simples, dobles y triples que permitieran el estudio funcional de los genes
dsbA ,dlp v dle codificadores de proteinas periplasmicas TDOR via oxidativa con la determinacién del
andlisis estadistico de Diferencia Minima Significativa en la determinaciones de funciones como
movilidad, capacidad invasiva y fosfatasa alcalina. El Disefio Factorial puede ser recomendado su uso
para muchas determinaciones de funciones génicas.

Tanto el clonaje como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) son dos métodos distintos de
amplificacién de secuencias. A diferencia que la PCR solo amplifica DNA complementario y en el
clonaje tiene la ventaja de que las bacterias pueden determinarse su expresién fenotipica. Clonacién
del DNA en bacterias, es el proceso tipico del empleo de vectores que aporta informaciéon necesaria
para propagar el DNA clonado hacia la célula y un inserto de DNA que se introduce dentro del vector
y presenta el DNA en cuestion. Existe vectores monocopia que es utilizado cuando se quiere realizar
estudios de andlisis funcional de genomas vy también existen, los vectores multicopia que son
utilizados cuando solo se requieren reproducir el DNA exdgeno, por ejemplo con fines de
secuenciacién (Fig. 3, 4, 5). También se requirié para la validacién de los estudios de andlisis
funcional génica de Secuenciacién Automatizada.

En un inicio sélo se conocia a DsbA como proteina lider de las TDOR, la caracteristica de esta
propiedad se debe a la zona B de su secuencia aminoacidica, el que permite el reconocimiento de
diferentes y para muchos sustratos; sin embargo su ventaja TDOR también se deberia a su
aminoéacido interno del centro catalizador de la proteina: la histidina , que funciona como un
catalizador / acelerador aminoacidico especifico tnico presente en el centro activo que facilita la
rapida vy reversibilidad de oxidarse y reducirse, ventaja con respecto a la proteina TDOR en estudio
como es Dle, esta tltima proteina presenta la desventaja de contener dentro del centro activo dos
aminoacidos internos: dos prolinas. La actividad de la Histidina también se ve favorecida por la
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osmolaridad del medio del cultivo de los ensayos dadas en condiciones fisiolégicas in vifro semejantes
a las de in vivo. Salmonella internalizada en la célula huésped normalmente dentro de la vacuola
libera proteinas con su inyector de proteinas de virulencia que acidifican el medio y que impiden la
unién de la vacuola y el lisosoma y escapan a la respuesta imnume.

Con respecto a la Familia de proteinas TDOR, la actividad de las enzimas isomerasas de puentes
disulfuro, en particular DsbA, es necesaria para la correcta secrecién de diversas proteinas implicadas
en virulencia, entre las que se encuentran toxinas (de Vibrio choleraey E. coli) (Edward y col, 1995),
adhesinas (de E. col) (Dailey y Berg, 1992; Hong-Zhong Zhang y Donnenberg, 1996; Fetrow vy col,
1998) y factores de invasion (de Shigellay Yersinia) (Watari y co/ 1995; Yu, 1998; Jackson y Plano,
1999), citados en Mendoza del Cueto (2002). A pesar de la similitud que existe entre algunos
factores de virulencia de Salmonella y los de Shigellay Yersinia, no se ha demostrado hasta el
momento la implicacién especifica de DsbA en la virulencia de Salmonella, aunque si se ha logrado
observar que la mutacién dsbA reduce la invasividad de células epiteliales y la supervivencia en
macréfagos de S. fyphiy S. enteritidis (Mendoza del Cueto, 2002). El anélisis proteémico del mutante
dsbA de S. fyphiy su comparacién con su cepa parental no han permitido detectar la alteracién de
ningln factor de virulencia conocido, aparte del aparato flagelar (Agudo et al., 2004). Sin embargo,
también han determinado que los niveles de expresién de algunas proteinas implicadas en invasién a
nivel “in vitro” son lo bastante bajo para no detectarse con tincién de plata en geles de electroforesis,
no habiéndose identificado ailin todas las proteinas separadas por electroforesis dimensional en el
citado estudio. La ausencia de flagelos en los mutantes dsbA ya se habia descrito, y su efecto en los
ensayos de invasion se habia tratado de minimizar mediante la centrifugacién de las bacterias sobre la
monocapa celular (Mendoza del Cueto, 2002).

La Linea de Sa/monella de la UCM - Madrid inicialmente observé que en ensayos de invasién
bacteriana se presenta una deficiencia en el mutante dif de S. fyphi para invadir células Henle-,
evidente a las dos y tres horas de la infeccién, y no tan marcada como la provocada por la mutacién
dsbA. Este resultado es sorprendente porque la proteina DIt no complementa la deficiencia en DsbA,
pese a su elevada homologia con Dlp que si tiene funcién en invasién bacteriana en células huésped.
Atribuyéndosele a ésta falta de actividad de DIt a su incapacidad para alcanzar el periplasma
(Rodriguez-Pefia et al., 1997). Siendo DIt proteina homéloga a Dle (presente en S. enteritidis) se
decidié como pioneros de la clonacién del gen dle, explorar las funciones de Dle, codificada por el
alelo cromosémico de dip en S. enteritidis 82139 como motivo del estudio en la presente Tesis y de
la construccion de las cepas mutantes.

Luego de la construccién de cepas simples, dobles y triples mutantes, se procedi6 a la verificaciéon in
vitro del efecto de las cepas vivas atenuadas avirulentas siguiendo una estrategia en el Protocolo
celular. En un inicio encargado de obtener y verificar la actividad del gen dle por ensayos celulares,
especificamente por infecciones en lineas celulares de mamiferos usando las lineas celulares Henle
407 y MDCK en la infeccién con Salmonella enteritidis 82139. El presente Proyecto no solo logré
presentar el estudio de toda la Familia TDOR via oxidativa de Salmonella enteritidis, sino del posible
logro de cepas vacunales vivas atenuadas en su virulencia como son: la cepa 82139 2C y la cepa
82139 2Cl.

V. CONCLUSIONES

1. Se logré una Estrategia de Protocolos Moleculares que permiten la obtencién de cepas vivas
atenuadas en su virulencia de Salmonella enteritidis 82139, como modelo de Elaboracién de
Vacunas y la Propuesta de Tipos de biorreactores con fines de su Produccién.

2. Se logré la construcciéon de la cepa doble mutante S. enteritidis 82139 2 C carente de los
genes dsbA v dip codificadores de las proteinas TDOR DsbA y Dlp determinantes de la virulencia
e invasién bacteriana.

3. Se logré la obtencién de una cepa con mutacién dle, en un fondo genético doble mutante
dsbAdlip, la cepa obtenida triple mutante S. enteritidis 82139 2CI, logré el estudio de la
actividad del gen por efecto de inactivacién por interrupcién génica, en ausencia del gen. Y la
cepa de Salmonella enteritidis 82139 2Cl pSTBI::dle, cepa repuesto el gen en estudio por
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complementacién génica, es decir en presencia solo del gen dle, es otra forma estratégica
empleada en el andlisis del funcionamiento del gen.

4. Se han definido las condiciones adecuadas para realizar ensayos reproducibles de infeccién por
S. enfteritidis en lo referente al cultivo bacteriano tanto de la cepa silvestre como de las
mutantes, determinandose la utilizacién de preinéculos en fase logaritmica e inéculos en fase
logaritmica tardia y en caldo Luria Bertoni (LB) conteniendo una osmolaridad final de 0,3mM de
NaCl, inductor de la actividad TDOR via oxidativa.

5. El éxito de la obtencién de cepas de uso posible como cepas vacunales doble y triple mutante
82139 2C y 82139 2ClI respectivamente, fue lograda por la exigencia, eficiencia y eficacia de los
Protocolos Genético — Molecular, puestas a punto de acuerdo a las exigencias como bacteria y
como colonia al utilizar el género Salmonella.

6. El trabajo establece las bases para proponer el Protocolo Celular para el estudio in vitro de
infecciones bacterianas en lineas celulares y de las pruebas adicionales in vivo que confirmen el
uso como cepa vacunal.
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