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Resumen

3.- RESUMEN

El género Salmonella es una de las causas de enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA) mas
frecuentes en todo el mundo, siendo el principal agente bacteriano causal en Uruguay. Las cepas
de Salmonella enterica pertenecientes al grupo no tifoideo (SNT) causan generalmente en
humanos una gastroenteritis autolimitada. Sin embargo, dependiendo de la cepa involucrada y del
estado inmune del hospedero pueden darse casos de infecciones extra-intestinales, las cuales
conllevan elevados indices de morbi-mortalidad. La mayoria de estos tipos de infecciones se
deben a los serotipos Typhimurium y Enteritidis, altamente prevalentes en nuestro pais y a nivel
mundial. Por otra parte, ciertos serotipos poco prevalentes presentan elevado porcentaje de
infecciones invasivas respecto al total de casos para el mismo serotipo, como por ejemplo Dublin,
un serotipo no tifoideo adaptado a bovinos.

Al interaccionar con la mucosa del intestino delgado, las cepas de SNT desencadenan una
reaccioén inflamatoria aguda y diarrea, que se postula cumplen un rol importante en prevenir la
diseminacién bacteriana a sitios sistémicos. El flagelo es uno de los principales factores
bacterianos involucrados en la generacién de respuesta inflamatoria a nivel intestinal, siendo la
flagelina (FIiC, principal componente estructural del flagelo) un importante patron molecular
asociado a patégenos.

En trabajos previos del grupo, al analizar una coleccion de 7 aislamientos clinicos de Salmonella
Dublin, se encontré6 que 3 aislamientos carecian de flagelo y todos ellos fueron obtenidos de
infecciones invasivas (hemocultivo). Ademas, estos aislamientos aflagelados eran capaces de
generar una respuesta pro-inflamatoria significativamente menor que los méviles al infectar células
epiteliales intestinales humanas en cultivo.

Basandonos en estos antecedentes hipotetizamos que la ausencia del flagelo podria ser un
mecanismo mediante el cual cepas del serotipo Dublin consiguen evadir la respuesta inflamatoria
local intestinal del hospedero promoviendo asi su diseminacion a sitios sistémicos. En este
sentido, nos propusimos estudiar la respuesta inflamatoria generada por aislamientos de S. Dublin
a nivel intestinal en un modelo animal, para verificar si lo observado in vitro se reproduce in vivo, y
elucidar los mecanismos moleculares responsables del fenotipo aflagelado observado en 3 de los
7 aislamientos clinicos de S. Dublin disponibles al inicio de este trabajo. Asimismo, nos

propusimos evaluar si dicho fenotipo es reversible y analizar el fenotipo de movilidad en una
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colecciéon de aislamientos de S. Dublin obtenidos de ganado bovino, para verificar si alli también
se encuentran cepas carentes de flagelo, tal como se habia observado en aislamientos clinicos.

En primer lugar, los resultados obtenidos en el modelo murino de colitis, demuestran que un
aislamiento aflagelado (SDu3) genera una respuesta inflamatoria a nivel de ciego
significativamente menor que uno flagelado (SDu5), y a su vez si se inactiva el gen fliC de un
aislamiento flagelado, el mutante resultante es defectivo en sus propiedades inflamatorias.
Posteriormente, detectamos en los aislamientos aflagelados un defecto en la secrecion de FigM,
un factor anti-Sigma que inhibe la funcién del factor Sigma flagelar FliA, haciendo que la expresién
de los genes dependientes de dicho factor Sigma (entre los que se encuentra fliC), sea dos
6rdenes de magnitud menor respecto a los flagelados.

Luego de analizar las secuencias gendmicas completas de todos los aislamientos, encontramos
una delecién de 42 nucledtidos en el gen fliE (fiEA42) en los aislamientos aflagelados. Este gen
codifica para una proteina integrante del cuerpo basal del flagelo, donde se localiza el sistema de
secrecion tipo Il a través del cual se secretan al exterior celular los productos flagelares. Al
complementar la cepa aflagelada SDu3 en trans con el gen fliE completo, revirtié inmediatamente
su fenotipo y generd en el modelo murino respuestas inflamatorias mayores que la cepa parental
aflagelada, y similares a la cepa naturalmente flagelada.

Por otro lado, entre los aislamientos obtenidos de ganado bovino, encontramos aislamientos
inmoviles que presentaban una delecion en fliE de un tamafo similar a fliIEA42. También
encontramos aislamientos no maoviles con el gen fliE de tamafio similar al gen completo, entre los
cuales encontramos aislamientos que si producen flagelina y otros que no la producen.

En base a estos resultados, podemos concluir que la causa del fenotipo aflagelado de ciertos
aislamientos clinicos de S. Dublin es la presencia de la delecion en fliE. Esta delecién no es un
hecho aislado puntual, dado que también se observa en aislamientos de origen animal. Asimismo,
podemos afirmar que las cepas del serovar Dublin carentes de flagelo poseen sus propiedades
proinflamatorias afectadas, tal como se habia descrito para Typhimurium, y por tanto la elevada
frecuencia de aislamientos de S. Dublin aflagelados encontrada en este trabajo podria explicar en
parte el elevado indice de invasividad exhibido por este serotipo. En este sentido, podemos

especular que el aparato flagelar en este serovar podria estar pasando por un proceso de pérdida.
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4.- INTRODUCCION
4.1.- Epidemiologia y taxonomia del género Salmonella
El género Salmonella, integrado por bacterias patégenas Gram-negativas y perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae, es agente causal de infecciones con altas tasas de morbilidad tanto en
paises en desarrollo como en paises industrializados y con alta mortalidad principalmente en
paises en desarrollo (Sanchez-Vargas et al.,, 2011). La salmonelosis es una de las infecciones
trasmitidas por alimentos mas frecuentes en todo el mundo. Se estima que ocurren 93,8 millones
al afio de casos de gastroenteritis causados por Salmonella no tifoidea, ocasionando 155.000
muertes. De estos casos, 80,3 millones fueron trasmitidos por alimentos (Majowicz et al., 2010).
Considerando el conjunto de los patdgenos causa de enfermedad trasmitida por alimentos (ETA)
en EEUU y Reino Unido, Salmonella es el agente responsable del mayor nimero de muertes
(Adak et al., 2002; FoodNet and CDC, 2010; Kennedy et al., 2004). En Uruguay, Salmonella es el
principal agente causal de ETA, siendo responsable de mas del 50% del total de los brotes
registrados por el Ministerio de Salud Publica entre 1998 y 2011 (Taller de fortalecimiento de la
vigilancia de ETA, MSP, IMM, INAC, Diciembre 2011, Montevideo, Uruguay).
Esta comprendido por dos especies: S. enterica y S. bongori. A su vez, S. enterica se subdivide en
6 subespecies: enterica (1), salamae (Il), arizonae (llla), diarizonae (lllb), houtenae (V) e indica
(VI). Como se reporta en Issenhuth-Jeanjean et al. 2014, hasta el afio 2010 se caracterizaron 2659
serovares, de los cuales, 2637 pertenecen a S. enterica (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014). A pesar
de esta variedad de serotipos, la salmonelosis es generalmente causada solo por unos pocos que
predominan ampliamente. Se estima que mas del 70% de las infecciones humanas estan
causadas por 12 serovariedades prevalentes (Anjum et al., 2005). Los distintos serotipos de
Salmonella estdn estrechamente relacionados a nivel genético, como lo demuestra el analisis de
secuencia de genes ortdlogos (Baumler et al., 1998). La divergencia en la secuencia nucleotidica
oscila entre el 3,8 y el 4,6% y las diferencias en las secuencias de aminoacidos varian entre 0,7 y
1,3% (Selander et al., 1994). Esta estrecha relacién genética entre serotipos de Salmonella
evidencia su origen clonal, y basandose en el grado de divergencia en la secuencia, se puede
estimar que existié un antepasado comun del género entre 25 y 40 millones de afios atras.
Segun el rango de hospederos, los serotipos de S. enterica pueden clasificarse en

1) Ubicuos, que pueden infectar a un amplio espectro de hospederos, como es el caso de
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los serovares Typhimurium y Enteritidis.

2) De hospedero restringido, exclusivos de un determinado hospedero, como Typhi y

Gallinarum que Unicamente afectan a humanos y aves, respectivamente.

3) Adaptados a hospedero, que infectan preferentemente a una especie, aunque en

ciertas ocasiones pueden infectar a otras, como Dublin que es un serotipo adaptado a

ganado bovino pero, con baja frecuencia también causa enfermedad en humanos.
En general, los serovares ubicuos causan una gastroenteritis aguda auto-limitada, mientras que
los restringidos o adaptados a hospedero se asocian frecuentemente a infeccion sistémica que
puede producir focos extra-intestinales de infeccion (Uzzau et al, 2000).
Los determinantes genéticos bacterianos responsables de la adaptacién a un hospedero
determinado constituyen un area de intenso estudio. Avances tecnoldgicos recientes como la
secuenciacién completa del genoma bacteriano, la hibridacion genémica comparativa mediante el
uso de microarrays, el andlisis del perfil transcripcional y del proteoma completo bacterianos han
empezado a brindar pistas sobre estas cuestiones (Encheva et al., 2007; Soyer et al., 2009; Holt et
al., 2009; Thomson et al., 2008; Pullinger et al., 2008; Porwollik et al., 2005; Yue et al., 2015; Liu et
al., 2015; Langridge et al., 2015). Por ejemplo, se ha sugerido que la degradacion del genomay la
delecion de genes contribuyen a la restriccion de hospedero en S. Typhi y S. Paratyphi A mediante
la eliminacién de vias metabdlicas que son esenciales para la infeccién en los hospedadores no
permisivos (Parkhill et al., 2001; McClelland et al., 2004). Del mismo modo, el analisis del genoma
de S. Gallinarum revel6 la existencia de numerosos genes inactivos o pseudogenes, lo que puede
explicar su fenotipo de restriccion a hospedero (Thomson et al., 2008). Un estudio reciente de
comparacion de pseudogenes entre serovares causantes de gastroenteritis versus extra-
intestinales reporta la existencia de una extensiva degradaciéon génica afectando rutas del
metabolismo central anaerdbico, necesarias para la fase intestinal de la infeccion, en los serovares
extra-intestinales (Nuccio et al., 2014). En este sentido, Matthews y colaboradores, al comparar las
secuencias de cepas de los serovares Dublin, Enteritidis y Gallinarum, identificaron diferencias de
pseudogenes entre cepas de un mismo serovar y entre cepas de diferentes serovares. Ademas
ejemplifican los dos mecanismos conocidos por tener un rol importante en la evolucién del genoma
de Salmonella: la adquisicion de nuevos genes mediante transferencia horizontal, y la pérdida de

funciones génicas, debida a la acumulacién de mutaciones puntuales y deleciones e inserciones
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que resultan en la formacién de pseudogenes (Matthews et al, 2015).
A su vez, los serotipos causantes de infecciones en humanos pueden clasificarse, segun la
evolucién de la enfermedad que generan, en dos grupos:
1) grupo tifoideo (serotipos Typhi y Paratyphi A, B y C, y Sendai) asociados a enfermedad
sistémica y en raras ocasiones a gastroenteritis, siendo Typhi y Paratyphi exclusivos de
humanos. Aislamientos pertenecientes a estos serotipos son escasos en nuestro pais y en
la region.
2) Salmonelas no tifoideas (SNT) (el resto de los serotipos) que a diferencia del grupo
tifoideo producen gastroenteritis autolimitada y raramente atraviesan la barrera intestinal.
En este grupo se encuentran serotipos como Typhimurium y Enteritidis, que son capaces
de infectar amplio rango de hospedadores, entrando asi facilmente a la cadena alimenticia
lo que los hace prevalentes en nuestro pais y en todo el mundo (Hendriksen et al., 2011).
Aunqgue en general causan cuadros localizados en el intestino, cepas de SNT pueden pasar a la
sangre y diseminarse sistémicamente, dependiendo del estado inmune del hospedero asi como
también del serotipo y la cepa bacteriana involucrada. La mayoria de los casos de infecciones
extra-intestinales causadas por cepas de SNT se deben a los serotipos Typhimurium y Enteritidis,
prevalentes en la cadena alimenticia y en consecuencia, mas frecuentemente asociados con
gastroenteritis. Sin embargo, ciertos serotipos menos prevalentes presentan un mayor indice de
invasividad (nimero de casos de infecciones invasivas expresado en porcentaje de casos totales
para ese serotipo). Es el caso de los serotipos Dublin y Choleraesuis, adaptados normalmente a
hospederos bovino y suino respectivamente, que a nivel mundial son reportados en humanos con
indices de invasividad, y por tanto de morbi-mortalidad, inusualmente elevados. Para el caso de
Enteritidis, el indice de invasividad varia en las diferentes regiones del mundo entre un 1 y un 7%
mientras que para Dublin varia entre el 50 y el 70% de los casos (Guibourdenche et al., 2010;
Jones et al., 2008; Langridge et al., 2008; Langridge et al., 2009). En Uruguay el panorama parece
ser similar. Segun datos del Centro Nacional de Salmonella (CNS), entre los afios 1975 y 2009,
Typhimurium y Enteritidis fueron responsables del 78% de los aislamientos clinicos de Salmonella,
pero su indice de invasividad fue bajo (21 y 13,5% respectivamente), mientras que del serotipo
Dublin o Choleraesuis son muy pocas las cepas aisladas (0,9% del total entre los dos), pero de

éstas el 57 y 89% respectivamente, provienen de enfermedades sistémicas (Fuente: CNS, datos
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no publicados).

La prevalencia de las infecciones invasivas por SNT varia en las diferentes regiones del mundo,
registrandose desde un 2% hasta mas de un 50%. Las muertes por infecciones invasivas
causadas por SNT no son infrecuentes (Vugia et al., 2004; Jones et al., 2008); la tasa de
mortalidad por salmonelosis invasiva es del 3,5% en EEUU, comparado con un 0,3% para aquellos
pacientes con enfermedad entérica (Barton et al., 2011). En Africa sub-sahariana, cepas
inusualmente invasivas de SNT pertenecientes principalmente a los serotipos Typhimurium y
Enteritidis han emergido en los Ultimos afios como causa prominente de infecciones bacterianas
del torrente sanguineo en nifios y adultos, alcanzando una mortalidad del 20-25% (Okoro et al.,
2012; Kingsley et al., 2009; Gordon et al., 2011; Rodriguez et al., 2012; Feasey et al., 2012).
Estudios gendmicos indican que dichas cepas pertenecen a un tipo genético diferente al de las
cepas Typhimurium o Enteritidis diseminadas globalmente y mayormente causantes de
enfermedad entérica (Kingsley et al., 2009). En nuestro pais se desconoce la prevalencia exacta
de infecciones invasivas con respecto al total de casos asociados a Salmonella, aunque segun
datos del CNS y del MSP existe un numero importante de cepas obtenidas de cuadros de
infecciones sistémicas. Entre 2010 y 2013, el CNS tipificé un total de 352 cepas de Salmonella
aisladas de infecciones humanas de las cuales 64 (18%) correspondieron a aislamientos
obtenidos de hemocultivos, mientras que segun datos del MSP, 114 aislamientos de Salmonella de
716 tipificados (16%) en ese mismo periodo fueron obtenidos de hemocultivos (Dra. T Camou,

Departamento de Laboratorios del MSP, comunicacién personal).

4.2.- Patogénesis

La infeccion por Salmonella ocurre principalmente por ingestion de alimentos o agua
contaminados; una pequefia proporcién de las bacterias es capaz de resistir el pH acido estomacal
y alcanzar el intestino delgado que es el sitio de interaccion de Salmonella con la mucosa. Al
interaccionar con el epitelio intestinal, las cepas de SNT son capaces de invadir los enterocitos por
un mecanismo de endocitosis mediado por la bacteria y desencadenan una reaccion inflamatoria
aguda caracterizada por la secrecion de citoquinas y quemoquinas pro-inflamatorias por parte de
las células epiteliales, pérdida de iones cloro, reclutamiento de neutréfilos, transmigracién de los

mismos a través del epitelio, activacion de macréfagos, los cuales contribuyen a aumentar la

10
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respuesta inflamatoria, y secrecién de péptidos antimicrobianos al lumen intestinal (Winter et al.,
2010%). Todos estos procesos conllevan a un dafio tisular, pasaje de fluidos hacia el lumen
intestinal, y consecuentemente, diarrea (Haraga et al., 2008; Thiennimitr et al., 2012). Esta
aceptado que la induccion de una fuerte respuesta inflamatoria a nivel intestinal cumple un rol
importante en prevenir la diseminacién bacteriana a sitios sistémicos (Raffatellu et al., 2008;
Wangdi et al., 2012). Un factor bacteriano que desencadena la respuesta del hospedador a nivel
intestinal es el flagelo. Estos son apéndices extracelulares requeridos para la movilidad y la
quimiotaxis bacterianas; se ha visto que la movilidad contribuye a la invasion de S. Typhimurium
en células epiteliales al aumentar el contacto con las células hospedadoras. Por otra parte, la
proteina FIiC o flagelina (principal componente estructural del flagelo) es uno de los principales
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPSs) y el ligando especifico del receptor de tipo
Toll 5 (TLR5) ubicado en la superficie basolateral de los enterocitos; su interaccion desencadena
una respuesta transcripcional mediada por NFkB, que conduce a la secrecion de citoquinas y
guemogquinas, causando inflamacién (Hayashi et al., 2001; Gewirtz et al., 2001). Otro receptor que
reconoce flagelina es el Naip5 en conjunto con NLRC4, ambos localizados intracelularmente en la
célula hospedadora, proceso que desencadena la activacion de inflamasoma (Winter et al., 2009;
Miao et al., 2007; Miao et al., 2010). En epitelios intestinales humanos modelo (células derivadas
de enterocitos en cultivo), se ha demostrado que la unién de FIiC de S. Typhimurium a TLR5
desencadena una respuesta proinflamatoria caracterizada por el aumento en la expresion de
Interleuquina 8 (IL-8), CCL20 (proteina inflamatoria del macréfago 3 (MIP-3)) y varias otras
quemogquinas proinflamatorias que reclutan neutréfilos y células dendriticas en el compartimento
subepitelial (Gewirtz et al., 1999; Gewirtz et al., 2001; Zeng et al., 2003; Sierro et al., 2001). Se ha
reportado que, en el modelo in vivo de ratones pretratados con estreptomicina, mutantes
aflagelados de S. Typhimurium generan una inflamacion intestinal disminuida a tiempos tempranos
(10 - 24 horas) comparada con la generada por bacterias salvajes (Stecher et al., 2004; Vijay-
Kumar, et al., 2006). Hallazgos similares fueron obtenidos en los modelos de asas ligadas del ileon
de bovino y en pollos (Schmitt et al., 2001; Winter et al., 2009; Igbal et al., 2005).

Asimismo, se ha reportado que el serotipo tifoideo e invasivo S. Typhi es capaz de modular
activamente la respuesta inmune innata del hospedero, generando una inflamacién intestinal

modesta con un escaso infiltrado de neutréfilos en el intestino, lo cual permitiria la diseminacion
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activa de las bacterias a sitios sistémicos a través de células fagociticas del sistema reticulo
endotelial (Raffatellu et al., 2008 ; Wangdi et al., 2012). Interesantemente, ha sido descrito un
mecanismo en el que la expresion de fliC de S. Typhi es reprimido cuando la bacteria encuentra
condiciones de osmolaridad del tejido (pero no las de osmolaridad alta presente en el lumen
intestinal), permitiéndole asi evitar la barrera de la mucosa intestinal y evadir la inmunidad innata
(Winter et al., 2010°).

Otros factores de virulencia que cumplen un rol importante en la respuesta inflamatoria intestinal
son los efectores del sistema de secrecién tipo Il (SST3), codificados en las islas de
patogenicidad de Salmonella-1 y 2 (SPI-1 y SPI-2). Estos sistemas median la transferencia de
proteinas efectoras de virulencia desde la bacteria hacia el citosol de la célula huésped alterando
diversas funciones celulares (estructura del citoesqueleto, transduccion de sefiales, expresién de
citoquinas), para promover la internalizacion, supervivencia y replicaciéon bacterianas (Haraga et
al., 2008). El SST3 codificado por SPI-1 es esencial para inducir la internalizaciéon bacteriana por
células no fagociticas, para inducir inflamacién a nivel intestinal y para la colonizacién intestinal,
mientras que el SST3 SPI-2 es fundamental para la persistencia intracelular en macréfagos y para
el establecimiento de infeccion sistémica en el modelo murino (Wangdi et al., 2012; Thiennimitr et

al., 2012).

4.3.- Flagelo bacteriano

La movilidad bacteriana se presenta en diferentes formas, como nado, “swarming”, deslizamiento,
movimientos bruscos o flotacion. El flagelo, una de las maquinarias de movilidad mas distribuidas
en las bacterias, es un apéndice helicoidal que rota gracias a un motor rotatorio reversible que le
confiere a la bacteria la capacidad de nadar (Jarrell, 2008). Es un complejo molecular con diversos
roles en patogénesis bacteriana, como movilidad a lugares 6ptimos en el hospedero mediante
sistemas de quimiorreceptores, colonizacién o invasién, permanencia en sitios de infeccion y
dispersion post-infeccion.

Una vez ubicada la bacteria en el sitio de infeccion, el flagelo colabora a la adherencia a
superficies, diferenciacion en biofilms, secrecidn de efectores moleculares, penetracion a través de
estructuras tisulares, o inactivar la fagocitosis para permitir la entrada a células eucariotas. Por lo

tanto, la expresion flagelar debe estar adaptada para enfrentarse a los sistemas de defensa
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inmune del hospedero, ya sea reduciendo o alterando su expresién, o mediante modificaciones
estructurales del flagelo (Chaban et al., 2015).

De aproximadamente 60 genes involucrados en la expresién y ensamblaje del flagelo, alrededor
de 30 codifican para componentes estructurales del flagelo. El flagelo consta del cuerpo basal,
conformado por el motor, el gancho o codo, y el flamento flagelar. El motor flagelar puede ser
dividido en varios dominios morfologicos: el anillo MS (Membrana-Supramembrana), conformado
por FliF, base para el motor flagelar; el anillo C (citoplasmico), conformado por FliG, FliM y FIiN,

complejo regulador de la rotaciéon del motor; el aparato secretor, el cilindro (que conecta al anillo

MS con el gancho); los anillos L (Lipopolisacaridos) y P (Peptidoglicano), que aparentemente
funcionan como soportes del cilindro en la membrana externa y capa de peptidoglicano
respectivamente; y el complejo Mot, generador de fuerza motora, embebido en la membrana

citoplasmica (Zhao et al., 2014, Guo et al., 2014) (Figura 1).
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Figura 1.- Componentes flagelares de Salmonella
enterica serovar Typhimurium. (Tomado de
Chevance et al., 2008)

La regulacion de la expresion de genes flagelares en Salmonella involucra 26 operones que se
encuentran organizados en una jerarquia transcripcional, de manera que la expresion de los genes
motores esta coordinada con el ensamblaje del flagelo (Chevance et al., 2008; Macnab, 2003,

Tanabe et al., 2011). Asi, se distinguen tres clases de genes: el operén de clase 1 codifica para
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flnDC, el regulador central que activa la transcripcion de los operones de clase 2 (Figura 2). Las
sefiales medioambientales que controlan la sintesis del flagelo actian a través de este regulador
central. Entre los genes de clase 2 se encuentran genes estructurales de la base del flagelo y del
gancho, asi como también fliA, que codifica para el factor Sigma especifico para la transcripcién de
los operones de clase 3 (5°®) y figM (de clase 2 y 3), que acttia como factor anti-Sigma de FliA. A
su vez, fliA constituye, junto con fliZ, un operén que presenta 2 promotores, de clase 2 y de clase
3, es decir, se activa por su mismo producto. Entre los genes de clase 3 se encuentran motAB que
codifican para el motor del flagelo, flgkL que codifican para las proteinas que unen el gancho con
el filamento y fliC que codifica para la proteina estructural del filamento flagelar, el cual no
comienza a transcribirse hasta que la estructura flagelar ha alcanzado una determinada etapa de
ensamblaje. Esto se consigue a través de un mecanismo de control en el cual FIgM, el factor anti-
sigma que se une a FIiA previniendo la asociacion de ésta con la RNA polimerasa, se secreta al
exterior celular a través del propio sistema de secrecion del flagelo s6lo cuando el ensamblaje del
cuerpo basal y del gancho se han completado, pudiéndose activar entonces la transcripcion de los
genes de clase 3 mediada por FliA (Wozniak et al., 2010; Chilcott et al., 2000; Guo et al., 2014;
Tanabe et al., 2011). En este proceso, FIK estd involucrada evitando la secrecién prematura de
FlgM al periplasma (Aldridge et al., 2006). Asi, todas las subunidades que van a componer el
gancho, la unién de éste al filamento, el filamento y la tapa del mismo se van secretando al exterior
secuencialmente a través del propio sistema de secrecion flagelar, consistente en un sistema de

secrecion tipo Il (SST3).
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4.4.- Modelos experimentales in vivo para el estudio de la respuesta inflamatoria intestinal a

La falta de un modelo animal de laboratorio adecuado representé una limitante importante para el
estudio de los mecanismos moleculares de la respuesta inflamatoria intestinal causada por
Salmonella no tifoidea. EI modelo murino ha sido el clasicamente utilizado, pero éste no resulta
apropiado ya que a diferencia de lo que ocurre en humanos, cuando ratones susceptibles se
infectan con S. Typhimurium, S. Enteritidis u otros serotipos de SNT, desarrollan una enfermedad
similar a la fiebre tifoidea humana, caracterizada por presentar infeccidon sistémica sin diarrea y
escasa infiltracion de neutréfilos en el intestino (Shirai et al., 1979). Un modelo que ha resultado
mas apropiado es el de las asas intestinales bovinas, que permiten evaluar la infiltracion de

linfocitos polimorfonucleares y la secrecion de citoquinas proinflamatorias en la mucosa,
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reproduciendo varios de los sintomas observados durante la salmonelosis humana (Zhang et al.,
2003, Laughlin et al., 2014). Sin embargo, este modelo tiene la limitante de requerir infraestructura
adecuada para la experimentacion con bovinos y mayores restricciones éticas. Mas
recientemente, se ha comenzado a utilizar un modelo de ratén pre-tratado con estreptomicina
descrito por Barthel et al 2003, en el cual ratones C57/BI6 se tratan con estreptomicina
previamente a la infeccibn con Salmonella. De esta manera, una vez alterada la microbiota
intestinal normal mediante el tratamiento con el antibiético, la infecciéon con Salmonella por la ruta
oral induce muchos de los sintomas de una enterocolitis observada en humanos, incluidos edema,
dafio epitelial y un influjo importante de neutréfilos en el ciego. Todos estos procesos se pueden
evaluar mediante un analisis histolégico de los tejidos, concretamente de la mucosa del ciego, que
es donde las alteraciones patolégicas se hacen més evidentes (Barthel et al, 2003). Asimismo, el
proceso inflamatorio local se puede revelar mediante el estudio transcripcional de genes
proinflamatorios, como quemoquina derivada del queratinocito (Kc, homologa murina de la IL-8 en
humanos), Interleuquina 17a (IL17a), Interferén gamma (IFNy), Factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) y Mip-3A (CCL20), asi como de péptidos antimicrobianos, como Lipocalina 2 (Lcn2),
Calprotectina (S100A9), los cuales se ven dramaticamente inducidos a consecuencia de la

infeccion (Raffatellu et al., 2009).

4.5.- Antecedentes del grupo de trabajo

Nuestro grupo de investigacion lleva varios afios abocado al estudio de los factores bacterianos
involucrados en la invasividad de Salmonella no tifoidea, utilizando como modelo cepas uruguayas
de los serovares Enteritidis y Dublin, y realizando estudios comparativos entre ambos grupos de
cepas. Como se coment6 anteriormente, estas dos serovariedades comparten propiedades
antigénicas y estan filogenéticamente muy relacionadas. A pesar de ésto, difieren
significativamente en su potencial patogénico y sus comportamientos epidemioldgicos (Selander et
al., 1992; Porwollik et al., 2004). S. Enteritidis es un serotipo altamente prevalente como causa de
enfermedad transmitida por alimentos en todo el mundo produciendo cuadros de gastroenteritis
autolimitada. S. Dublin en cambio, infecta generalmente al ganado vacuno produciendo abortos e
infeccion sistémica, aunque ocasionalmente alcanza al hospedador humano. Cuando ocurren

casos de salmonelosis humana por el serovar Dublin, con frecuencia se trata de casos de
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enfermedad invasiva con aislamiento del microorganismo a partir del hemocultivo, produciendo
cuadros con altas tasas de morbi-mortalidad (Fierer y Guiney, 2001). En este sentido, se comparé
el comportamiento de 13 aislamientos uruguayos de S. Enteritidis y 4 de S. Dublin obtenidos de
diferentes periodos y origenes, en un modelo murino de infeccion oral. Se corrobor6 que S. Dublin
es significativamente mas invasiva que Enteritidis y causa mayor letalidad, reproduciendo este
resultado lo observado para estos serotipos en humanos (Figura 3) (Betancor et al., 2009).

Este mismo conjunto de cepas fue evaluado mediante andlisis de gendmica comparativa
encontrandose que en el genoma de S. Dublin existen 200 genes inactivos (0 pseudogenes) que
son activos en Enteritidis, y a la inversa, 70 genes activos en Dublin son pseudogenes en
Enteritidis. Este resultado es muy interesante dado que re-afirma datos previos de nuestro grupo y
de otros investigadores, que indican que aquellos serovares de Salmonella que presentan rango
de hospedero reducido y consecuentemente mayor invasividad, poseen una degradacion

gendmica mayor que aquellos serovares de amplio rango de hospedador (Betancor et al., 2012).
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Figura 3. Grupos de ratones BALB/C fueron inoculados con 2-5X10° UFCs de S. Dublin (verde claro) o S.
Enteritidis (verde oscuro) por via oral. 5-7 dias p/i se sacrificaron los animales y se cuantificaron UFCs en
homogeneizados de bazos. *diferencia significativa entre grupos (Mann Whitney test p<0,05) .

Al comienzo de este trabajo habia disponibles en el CNS 7 aislamientos clinicos de S. Dublin
(SDul - SDu7) de los cuales 5 eran derivados de infecciones sistémicas y 2 de gastroenteritis
(Tabla 1). El andlisis de la movilidad de estos aislamientos sugiri6 una segregacion entre los
derivados de infeccion sistémica y los derivados de gastroenteritis. Se observd que 3 de 7
aislamientos eran no moviles (Figura 4A), los cuales fueron originados de hemocultivo (Tabla 1,
Apartado 5.1.- Cepas, medios de cultivo y crecimiento), mientras que los 2 derivados de

gastroenteritis presentaron movilidad similar a una cepa mévil del serovar Enteritidis usada como
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referencia (S. Enteritidis P125109). Ademas, estudios de gRT-PCR de células epiteliales
intestinales humanas infectadas con aislamientos de S. Dublin de ambos origenes revelaron que
aquellos que carecian de movilidad eran capaces de generar una respuesta pro-inflamatoria
significativamente menor que aquellos moéviles (Figura 4B). El estudio del perfil de proteinas de
superficie demostré ausencia de flagelina en los 3 aislamientos no méviles (Figura 4C) (Sasias et
al., 2010). Los 3 aislamientos aflagelados presentaban una formula antigénica 9,12:-:-, y, basados

en la secuencia de fliC y analisis de Multilocus Sequence Type (MLST) se confirmé que eran S.
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Figura 4 (A) Medicién de la movilidad de aislamientos S. Dublin. Se graficé el diametro del halo de
crecimiento (en mm) luego de 6 horas a 37°C de cada aislamiento. Se muestran los resultados (media y
desviacion estandar) de 3 experimentos independientes. *** Diferencia significativa respecto a SDu5
(P<0,001). La cepa SDu4 presentd movilidad ligeramente inferior al resto de las cepas mdviles, pero esta
diferencia no resulto significativa. Se indica en el eje de las X el origen de los aislamientos, siendo sangre
indicativo de una infeccion invasiva y heces una gastroenteritis localizada (B) Andlisis de la respuesta
transcripcional de Caco-2 a la infeccion por S. Dublin. Se infectd la linea celular Caco-2 (derivada de epitelio

18



Introduccién

intestinal humano) con aislamientos SDu2, SDu3, SDu5 o SDu7, luego de 3 horas p.i. se midieron los niveles
de ARNm para CCL20 e IL8 por gRT-PCR. (SGal) Cepa del serovar aflagelado S. Gallinarum. (n/i) células no
infectadas. * Diferencia estadistica respecto a células no infectadas (P <0,05). Se muestran Medias y
Desviacion estandar de 2 experimentos independientes. (C) Andlisis de western blotting de extractos de
proteinas totales usando antisuero anti-FliC. Se utilizaron anticuerpos especificos monoclonales contra DnaK
como control de carga. Se muestra a la izquierda el marcador de peso molecular en kDa.

Ademas, en la basqueda de posibles mutaciones que pudieran estar causando la ausencia de
flagelina, se compararon las secuencias nucleotidicas de los genes fliA, fiIgM, flk y fliC de los
aislamientos mdviles y no mdviles y no se encontraron diferencias. No solo se secuenciaron las

regiones codificadoras, sino también las regiones reguladoras corriente arriba.
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5.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS
En base a estos datos y antecedentes podemos hipotetizar que la ausencia del flagelo podria ser
un mecanismo mediante el cual cepas del serotipo Dublin consiguen evadir la respuesta
inflamatoria local intestinal del hospedero promoviendo asi su diseminacién a sitios sistémicos.
Consideramos importante elucidar el mecanismo molecular implicado en la ausencia de flagelo
observada en cepas derivadas de enfermedades invasivas de este serotipo, para poder asi
evaluar las posibilidades de reversion del mismo.
Por lo tanto, en este trabajo nos planteamos el siguiente objetivo general:
- Estudiar la respuesta inflamatoria generada por aislamientos aflagelados versus flagelados de S.
enterica serovar Dublin a nivel intestinal en un modelo animal. Asimismo, nos planteamos elucidar
los mecanismos moleculares responsables del fenotipo aflagelado en cepas derivadas de
enfermedades invasivas de dicho serovar y determinar si dicho fenotipo es reversible.
Los objetivos especificos son:
1- Verificar si los aislamientos aflagelados de S. Dublin mantienen su fenotipo in vivo y evaluar la
respuesta inflamatoria generada a nivel de ciegos de ratones infectados con una cepa flagelada
versus una carente de flagelo.
2- Cuantificar los niveles de expresion del gen fliC en los aislamientos aflagelados comparados
con los flagelados.
3- Estudiar la expresién de los genes fliA y flgM, asi como también la localizacién y niveles
celulares de estas proteinas reguladoras en cepas flageladas y aflageladas.
4- Verificar si los aislamientos aflagelados de S. Dublin tienen la capacidad intrinseca de expresar
el fenotipo movil mediante pasajes sucesivos en agar de movilidad.
5- Identificar posibles reguladores negativos de la expresion del flagelo mediante el andlisis
comparativo de los genomas completos de las cepas en estudio, asi como también de cepas de S.
Dublin cuyos genomas completos se encuentran disponibles en las bases de datos publicas.
6- Analizar el fenotipo de movilidad y presencia de flagelina en una coleccién de aislamientos de S.

Dublin obtenidos de ganado bovino.
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6.- MATERIALES Y METODOS
6.1.- Cepas, medios de cultivo y crecimiento
Los aislamientos de Salmonella utilizados fueron obtenidos del Centro Nacional de Salmonella
(Departamento de Bacteriologia y Virologia, Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, UdelaR) y
de la Unidad de Microbiologia del Departamento de Laboratorios de Salud Publica (Ministerio de
Salud Publica) (Tablas 1y 2).
Para las construcciones moleculares se empleé como hospedera la cepa de Escherichia coli DH5a
y para la produccion de proteinas para su purificacion la cepa de E. coli MC1061. Para transformar
aislamientos de S. enterica con las construcciones obtenidas en E. coli se hizo un pasaje
intermedio por la cepa de S. enterica ser. Typhimurium SL5338 (rm") (Tabla 3).
Las cepas se cultivaron en Luria-Bertani con Agar 1,5% (LBA) en aerobiosis a 37°C; para ensayos
de movilidad la concentracion de Agar fue de 0,3% (Agar blando o semisélido). Para obtener
cultivos en fase estacionaria se crecié en caldo Luria-Bertani (LB) a 37°C en un agitador orbital a
200rpm durante 14 a 16 horas (Overnight — O/N). Cuando fue requerido, estos medios fueron

suplementados con Ampicilina (100ug/ml) o Estreptomicina (50ug/ml).

Tabla 1.- Aislamientos de origen humano de S. enterica ser. Dublin empleados en este trabajo

Aislamientos Afo | Origen | Movilidad | Informacion del paciente
humanos

SDul 1995 | Sangre | - N/D

SDu2 2004 | Sangre | - N/D

SDu3 2006 | Sangre | - Femenino, 41 afios, asmatica, diabética
SDu4 2008 | Sangre | + Masculino, joven, adiccion a drogas
SDu5 2000 | Heces + N/D

SDu6 2005 | Heces + Masculino, 40 afios

SDu7 2008 | Sangre | + Masculino, 1 afio

SDu8 2011 | Sangre | + Masculino, 76 afos

SDu9 2011 | Sangre | - Femenino, 50 afios

SDul0 2011 | Orina + Masculino

N/D: no disponible

Tabla 2.- Aislamientos de origen animal de S. enterica ser. Dublin empleados en este trabajo

Aislamientos bovinos | Afio Origen
75/95 1995 N/D

56/96 1996 Ternero, linfa
57/96 1996 Ternero, pulmén
69/96 1996 Ternero
72/96 1996 Ternero
73/96 1996 Bilis

74/96 1996 Higado
75/96 1996 Ternero
76/96 1996 Ternero
79/98 1998 N/D
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210/00 2000 Ternero
73/04 2004 Ternero
74/04 2004 Ternero
75/04 2004 Ternero
99/04 2004 Feto

Tabla 3.- Otras cepas utilizadas

Cepa Caracteristicas Referencias
Escherichia coli DH5a F endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR | Hanahan,
nupG  ®80dlacZAM15  A(lacZYA-argF)U169, | 1983
hsdR17(rk’ mk’), A=
Escherichia coli MC1061 FA(ara-leu)7697[araD139]s:A(codB-lacl)3 Casadaban
galK16galE15 A" e14” mcrAO relAl rpsL150 (strR) | et al, 1980
spoT1 mcrB1 hsdR2(rm")
MC1061/pGEX E. coli MC1061 portando el plasmido pGEX4T-1 Presente
trabajo
MC1061/pGEXA E. coli MC1061 portando el gen fliA de SDu5 | Presente
clonado en el plasmido pGEX4T-1 trabajo
MC1061/pGEXM E. coli MC1061 portando el gen flgM de SDu5 | Presente
clonado en el plasmido pGEX4T-1 trabajo
Salmonella enterica ser. galE (rm") Brown et al,
Typhimurium SL5338 1987
SDu3/pJF SDu3 portando el plasmido pJF119EH Presente
trabajo
SDu5/pJF SDu5 portando el plasmido pJF119EH Presente
trabajo
SDu3/pBA SDu3 portando el gen fliA de SDu5 clonado en el | Presente
plasmido pBAD22 trabajo
SDu3/pJA SDu3 portando el gen fliA de SDu5 clonado en el | Presente
plasmido pJF119EH trabajo
SDu3/pJAmot+6 SDu3/pJA revertiente del fenotipo de movilidad, al | Presente
cabo de 6 pasajes trabajo
SDu3/pJAmot+7 SDu3/pJA revertiente del fenotipo de movilidad, al | Presente
cabo de 7 pasajes trabajo
SDu3/pJAmot+8 SDu3/pJA revertiente del fenotipo de movilidad, al | Presente
cabo de 8 pasajes trabajo
SDu3/pJAmot+9 SDu3/pJA revertiente del fenotipo de movilidad, al | Presente
cabo de 7 pasajes trabajo
SDu3/pBAD SDu3 portando el plasmido pBAD22 Presente
trabajo
SDu5/pBAD SDub5 portando el plasmido pBAD22 Presente
trabajo
SDu5/pBA SDu5 portando el gen fliA de SDu5 clonado en el | Presente
plasmido pBAD22 trabajo
SDu5/pJA SDub5 portando el gen fliA de SDu5 clonado en el | Presente
pladsmido pJF119EH trabajo
SDu3/pBE SDu3 portando el gen fliE de SDu5 clonado en el | Presente
plasmido pBAD22 trabajo
SDu3/pJE SDu3 portando el gen fliE de SDu5 clonado en el | Presente
plasmido pJF119EH trabajo
Salmonella enterica ser. Portadora del gen aadA, responsable de la | Barthel et al,
Typhimurium SL1344 resistencia a estreptomicina, str 2003
SDu3 st SDu3 portadora del gen aadA proveniente de S. | Presente
Typhimurium SL1344, str® trabajo
SDu5 St SDu5 portadora del gen aadA proveniente de S. | Presente
Typhimurium SL1344, str® trabajo
SDu3/pJE Str™ SDu3/pJE portadora del gen aadA proveniente de | Presente
S. Typhimurium SL1344, str” trabajo
PT4 P1251009 fliC::kan® S. enterica ser. Enteritidis con el gen fliC | Yim et al,
inactivado por una cassette de resistencia a | 2010
kanamicina fliC::kan®
SDus5 StrY fliC:kan™ SDu5 resistente a estreptomicina Eortadora de | Presente
gen aadA y el cassette fliC::kan" | str trabajo
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6.2.- Ensayos de Movilidad y pasajes sucesivos

Para los diferentes ensayos de movilidad se sembraron 2ul de cultivo O/N en forma de spot sobre
la superficie de una placa de Agar semisélido y se incubd por 6 horas a 37°C. Los valores,
expresados en mm, corresponden al diametro del halo a las 6 hs, siendo 4mm equivalente a que
la cepa no presentd fenotipo mévil. Para los ensayos con las cepas portadoras de los plasmidos
pBAD22 o pJF119EH fue necesario agregar a todos los medios Ampicilina (100ug/ml) y el inductor
correspondiente, Arabinosa o IPTG, respectivamente.

Para los pasajes sucesivos en los que se buscaba revertir el fenotipo inmavil de la cepa SDu3, se
realiz6 un ensayo de movilidad con dicha cepa pero dejando incubar las placas a 37°C por 24
horas, luego se repicaba del borde del spot y resuspendia en 100ul de LB para sembrar
nuevamente 2l en placa de agar semisélido y volver a incubar 24 horas més.

En los experimentos con la cepa SDu3 transformada con los plasmidos que expresaban de forma
inducible el gen fliA de una cepa mavil, para preparar el agar semisélido con un gradiente de
concentracién del inductor correspondiente (de 0 a 0,02% Arabinosa y 0 a 0,05mM IPTG) se vertia
en la placa Petri 10ml de agar semisélido suplementado con 0,02% Arabinosa o 0,05mM IPTG y
se lo dejaba solidificar con una leve pendiente. Luego se le agregaba encima 10ml de agar
semisolido sin inductor con la placa en posicién horizontal. Se sembraban 5 spots de cultivos O/N
de forma que la distancia entre un spot y otro fuese similar (enumerados del 1 al 5). Cada 24 horas
se repicaban los spots a una nueva placa sembrandolos en la misma posicion para que tuvieran
una concentracion de inductor similar en cada pasaje.

En otro experimento se prepararon placas con agar semisoélido con una serie de concentraciones
especificas de inductor. En este caso se sembraron 2ul de cultivo en fase exponencial. Para ésto
se partié de un cultivo O/N, que se diluyé 1/50 en 3ml de caldo LB suplementado con 0,005%
Arabinosa 0 0,01mM IPTG, respectivamente, e incubé 2 horas a 37°C en agitacién, previamente a

sembrar las placas de movilidad.

6.3.- Plasmidos

Los vectores utilizados en este trabajo, pBAD22, pJF119EH y pGEXAT (Figura 5), son detallados

en la tabla 4, asi como las construcciones obtenidas.
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Tabla 4. Plasmidos y construcciones

Plasmidos y | Caracteristicas Referencia

construcciones

pBAD22 Vector de expresion bajo control del promotor Pgp y araC, inducible | Guzman et al.,
por L-arabinosa, Amp~® 1995

pJF119EH Vector de expresion bajo control del promotor Prac y lacl®, inducible | Firste et al.,
por IPTG, Amp" 1986

pGEX4T-1 Vector de expresion, expresa la proteina fusionada al extremo Ct | Kaelin et

de GST (Glutation-S-transferasa), bajo control del promotor Py y | al.,1992
lacl®, inducible por IPTG, Amp®

pBA pBAD22 conteniendo el gen fliA de SDu5 bajo control del promotor | Presente
Pep trabajo
pJA pJF119EH conteniendo el gen fliA de SDu5 bajo control del | Presente
promotor P1ac trabajo
pBE pBAD22 conteniendo el gen fliE de SDu5 bajo control del promotor | Presente
Pep trabajo
pJE pJF119EH conteniendo el gen fliE de SDu5 bajo control del | Presente
promotor Prac trabajo
pGEXA pPGEXA4T-1 conteniendo el gen fliA de SDu5 fusionado a GST bajo | Presente
control del promotor Pac trabajo
pGEXM pGEXA4T-1 conteniendo el gen flgM de SDu5 fusionado a GST bajo | Presente
control del promotor Ptac trabajo
[A] Thrombi
A B e e S S s
BomH|  EcoRIT gy Sall gy Netl . Stopeodons

Tth11ll

Aatll

Pst|
PGEX 4T

4969pb

Nar |

EcoRV

BStE Il pBR322
Miul ort

[B]
Xmal
NCo  Smal Xbal fotL Hindill

S.D.

ot Aec.«jgcﬁrmm'rcsmcrocm—rm‘_n
Nhel EcoRI Kpnl  BamHl f;‘I:‘ Sphi

' J

araC

Amp

pBR322 .
ori

M13
intergenic
regian

24



Materiales y Métodos

Bsam)"-”zzog Qpen reading frame
mal
Kpni 18 W Origin of replication
Xmal 18 M Oher gene
o] B ot
N BRIz S spnist W Regulatory sequence
\f—-,\ JL/HWM 53 Selectable marker
S __——rmBrem Terminator
' ! I\WI = —rrnB_T 1 term u
. v N L rmBLTZ term [ Unique restriction sit
w 7 amp prom
Bell 4546,
Apal 4357 b oo
al e
-
EcoRV 4114
Hpal 4058—_  eginaar
Mrul 3757 """

N
N \ AWNI 1843

pBR322 origin

Nelel 2431

Figura 5. Mapas de los plasmidos pGEX4T-1 [A], pBAD22 [B],

pJF119EH [C].
6.4.- Obtencion de las construcciones moleculares
6.4.1.- Construccién de pBAy pJA
El gen fliA proveniente de una cepa moévil fue clonado en los plasmidos pBAD22 y pJF119EH, para
luego ser transformados en una cepa no mévil (SDu3). Para ésto se parti6 de ADN genémico de la
cepa flagelada SDu5. Se lo extrajo utilizando el kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). Se centrifugo
0,5 ml de cultivo O/N a 6000g durante 10 minutos. El precipitado obtenido fue procesado segun
instrucciones del fabricante. EI ADN resultante se cuantificé al Nanodrop y se conservé a -20°C.
A partir del ADN gendémico se amplificé por PCR el gen fliA. Los cebadores fliA3-F y fliA3-R usados
(tabla 5) fueron disefiados conteniendo los sitios de restricciéon Mfel y Hindlll, respectivamente. La
concentracion final de cada reactivo en la mezcla fue 2mM MgCl,, 0,3mM dNTPs, 0,5uM de cada
primer, en un volumen final de 50ul. La amplificacion se llevd a cabo usando 0,3ul de una mezcla
de polimerasas Taq:Pfu en una proporciéon 10U:1U y 2ul de ADN. Las condiciones de ciclado
fueron: una etapa de desnaturalizacién de 5 minutos a 94°C seguida de 30 ciclos de 94°C durante
30 segundos, 50°C durante 30 segundos y 72°C durante 1,5 minutos. El producto de la PCR
(738pb) se visualizé mediante electroforesis en geles de agarosa 0,8% (p/v) en buffer TBE 0,5X y
posterior tincion con bromuro de etidio. Luego fue purificado utilizando el kit Qiaquick PCR
Purification (Qiagen).
Todas las digestiones enzimaticas en este trabajo fueron realizadas a 37°C en bafio maria durante
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3 horas y siguiendo las indicaciones del fabricante en cuanto a la eleccion del buffer a utilizar.

Para las construcciones pBA y pJA, el inserto fue digerido con 1ul (10U) de las enzimas Mfel
(Fermentas) y Hindlll (Invitrogen). 5ug de los plasmidos pBAD22 o pJF119EH se digirieron con 1yl
(10U) de la enzima Hindlll (Invitrogen). Luego fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% vy los plasmidos linealizados extraidos de banda usando el kit QiaExll Gel
Extraction (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, fueron digeridos
con 1ul (10U) de la enzima EcoRI (Fermentas), la cual deja extremos cohesivos compatibles con
los dejados por Mfel.

La ligacion fue realizada con 1U de T4 DNA ligase (Invitrogen) a 16°C O/N y una relacién vector —

inserto de 1:10 moléculas.

6.4.2.- Transformacioén de las construcciones moleculares

La mezcla de ligacién se transformd en células competentes de E. coli DH5a obtenidas por el
método del CaCl,. Estas fueron obtenidas a partir de un cultivo O/D (a una DOgynm~ 0,4-0,6) en
100ml de LB. Luego de algunos minutos en bafio de hielo, se centrifugd durante 15 minutos a 4°C
y 6000g, descarté el sobrenadante y resuspendid el precipitado en 50ml (mitad del volumen del
cultivo) de CaCl, 50mM frio. Se centrifugé y descarté el sobrenadante. El precipitado se
resuspendio en 2,5ml (1/40 partes del volumen del cultivo) de CaCl, 50mM frio con 10% de glicerol
y se repartio en alicuotas de 100ul.

A cada alicuota de células DH5a se le agregd 10ul de la mezcla de ligacion y se incubaron 20
minutos en hielo, 2 minutos a 42°C y 1 minuto en hielo. Se agregaron 900yl de LB precalentado,
se incubd durante 1 hora a 37°C y agitacion y se sembré en LBA suplementado con Ampicilina e
incubd a 37°C hasta la mafiana siguiente.

Para identificar células transformadas con el plasmido recombinante se utiliz6 el método de
Toothpick. Brevemente, se reaislaron en forma de estrias, en LBA suplementado con Ampicilina,
una determinada cantidad de colonias correctamente identificadas con una cuadricula numerada.
Al dia siguiente se realizé una extraccion rapida de plasmido resuspendiendo una punta de tip de
estria en una solucion de lisis compuesta por NaOH 50mM, glicerol 5%, SDS 0,5%, EDTA 5mM,
azul de bromofenol 0,025%. Las mezclas fueron incubadas a 65°C por 10 minutos, agitadas en

vortex y centrifugadas. Luego se las separé por electroforesis en gel de Agarosa 0,8%. Como
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referencia se cargod en el gel los plasmidos sin inserto. Finalmente se seleccionaron 2 o 3 colonias
que mostraron tener un tamafio de plasmido superior al vector religado. Fueron crecidas en LB
suplementado con Ampicilina O/N para posteriormente extraer los plasmidos utilizando el kit
Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos
recombinantes se verificaron por andlisis de restriccion usando las mismas enzimas empleadas
para el clonaje y otra que sélo linearizara el constructo, y finalmente la correcta insercién e
identidad de los insertos se verificé por secuenciacién con cebadores que hibridan en el plasmido
de clonaje, a ambos lados del polylinker (Unidad de Biologia Molecular del IPMont).

Antes de ser electroporados en el aislamiento destino de S. enterica, los plasmidos recombinantes
obtenidos en E. coli se electroporaron en la cepa S. Typhimurium SL5338 (r-m+), para luego ser
extraidos y electroporados en la cepa destino. De esta manera se evita que el sistema de
restriccién de S. enterica reconozca como ajenas las construcciones obtenidas en E. coli.

Para obtener las células electrocompetentes de S. enterica se partié de 250ml de cultivo O/D.
Luego de incubar en bafio de hielo por 20 minutos se centrifugé 10 minutos a 15009 y 4°C. Se
lavé el precipitado 3 veces en agua MQ fria estéril y una vez en glicerol frio al 10%. Finalmente, se
centrifugo, se resuspendio el precipitado en 400ul de glicerol 10% y se repartié en alicuotas de
60ul. Aquellas alicuotas que no iban a ser utilizadas fueron guardadas a -80°C.

Las electroporaciones se realizaron siempre con 1ul (aproximadamente 100ng) de cada
construccion. Inmediatamente después del pulso eléctrico (1750V, 50mA, 89W, 40uF, 500Q),
mediante electroporador (Bio-Rad), se le agregdé 1ml de LB precalentado y se incubé 1 hora a
37°C y 200rpm de agitacion. Finalmente se plaquearon 100ul en LBA con Ampicilina. Luego se
extrajeron los plasmidos de la forma descrita anteriormente y se electroporaron en las cepas

destino SDu3 y SDu5 electrocompetentes.

6.4.3.- Construccién de pBE y pJE

También se clonoé el gen fliE de SDu5 en los plasmidos pBAD22 y pJF119EH y se los transformo
en SDu3. Para ésto se amplifico el gen usando los cebadores fliIE2-F y fliIE2-R (tabla 5) disefiados
con los sitios de corte para EcoRI y Hindlll, respectivamente. La reaccién se llevé a cabo en un
volumen final de 50ul, con 1,75mM MgCl,, 0,3mM dNTPs, 0,5uM de cada primer, 0,4l una mezcla

de polimerasas Taq:Pfu en una proporcion 10U:1U y 2,5ul de ADN gendmico. Las condiciones de
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ciclado fueron: una etapa de desnaturalizacion de 5 minutos a 95°C seguida de 30 ciclos de 95°C
durante 30 segundos, 48°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos. El producto de la
PCR (333pb) fue purificado utilizando el kit PCR Purification (Qiagen).

El producto de PCR purificado fue digerido con 1ul (10U) de las enzimas EcoRI y Hindlll. El inserto
fue ligado a los plasmidos pBAD22 o pJF119EH previamente digeridos con las mismas enzimas
en una relacién de 5 moléculas de inserto con 1 de plasmido. La mezcla de ligacion fue
transformada en células CaCl, competentes de DH5a. Se selecciond por toothpick colonias
transformadas con los plasmidos recombinantes y se realiz6 la extraccion plasmidica utilizando el
kit Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen). Luego de los andlisis de restriccion correspondientes y analisis
de la secuencia del inserto, los plasmidos fueron electroporados en S. Typhimurium SL5338 y de

ahi obtenidos para su electroporacion en la cepa destino SDus3.

6.4.4.- Construccion de pGEXAy pGEXM

En este trabajo fue necesario obtener antisueros anti-FIliA y anti-FIgM para poder detectarlas
mediante andlisis de western blotting. Para ésto se clonaron los genes fliA y flgM de un
aislamiento movil de S. Dublin (SDu5) en el plasmido pGEX4T-1, el cual produce la proteina
fusionada al extremo Ct de la GST (Glutation-S-transferasa), bajo control del promotor Py y el
represor lacl® inducible por IPTG.

Primeramente, del ADN gendémico de la cepa SDu5 se amplificaron por PCR los genes flgM y fliA.
Los cebadores usados fueron, para flgM, flgM3-F y flgM3-R, disefiados con los sitios de restriccion
para las enzimas EcoRIl y Xhol, respectivamente, y, para fliA, fliA3-F y fliA4-R, conteniendo los
sitios para Mfel y Xhol, respectivamente (tabla 5). A su vez, los cebadores forward se disefiaron
considerando el marco de lectura de la secuencia codificante para la GST. Las concentraciones de
los reactivos y condiciones de ciclado fueron las mismas que para la amplificacién de fliA descritas
previamente. A fliA se lo digirié con las enzimas Mfel y Xhol, y a flgM con las enzimas EcoRI y
Xhol y se los clono en el plasmido pGEX4T-1 previamente digerido con EcoRIl y Xhol. Para las
ligaciones, en 10yl de volumen final de las reacciones, se colocaron el plasmido e inserto en una
relacion de 1:10 moléculas para fliA y 1:16 moléculas para flgM. Las ligaciones fueron
transformados por heat-shock en la cepa de Escherichia coli DH5a. Por el método de toothpick se

identificaron colonias sospechosas de portar las construcciones recombinantes, se crecieron en
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caldo LB y se realizd extraccion de plasmidos. Luego se realizaron analisis de restriccion y de

secuencia.

6.4.5.- Construccion de las cepas resistentes a estreptomicina para su evaluacién en el
modelo de colitis en ratén

En los experimentos in vivo se utilizaron cepas resistentes a estreptomicina, dado que a los
animales se les administraba estreptomicina previamente a su inoculacién con las bacterias (ver
apartado de modelo de colitis en ratén, Barthel et al). Para obtener las cepas SDu3 y SDu5
resistentes a estreptomicina, se les realizé una transduccion con el fago P22 portador del gen
aadA usando un lisado proveniente de la cepa S. Typhimurium SL1344, resistente a
estreptomicina (http://www.sanger.ac.uk/Projects/Microbes/). Las cepas resultantes fueron capaces
de crecer en presencia de 0,5mg/ml de estreptomicina y se les tested la movilidad y aglutinacion
por suero Anti-O. Ademas, se realizaron curvas de crecimiento para verificar que la manipulacion

genética no hubiese afectado las propiedades de crecimiento de los aislamientos originales.

6.4.6.- Construccion de la cepa SDu5 fliC::kan® resistente a estreptomicina para su
evaluacidon en el modelo de colitis en raton

Mediante transduccion por el fago P22 portando un cassette fliC::kan® de la cepa PT4 P125109
fliC::kan® de S. Enteritidis, se obtuvo la cepa SDu5 fliC::kan® derivada de la SDu5 resistente a
estreptomicina previamente construida (Yim et al., 2010). La cepa resultante fue resistente a
kanamicina y estreptomicina y carente de movilidad como se verific6 mediante plagqueo en agar
semisolido y visualizacion microscépica; la tasa de crecimiento y la aglutinacién en presencia de
suero anti-O se mantuvieron sin cambio comparadas a la cepa parental.

Para los experimentos de infeccién en ratones, las bacterias se crecian O/N a 200 rpm y 37°C en
caldo LB con 50mg/ml de estreptomicina; estos cultivos se diluian 1:20 en un medio igual con

0.3M NaCl y se subcultivaba por 4 horas con aireacion media (100 rpm).

Tabla 5.- Cebadores empleados en este trabajo

Nombre Secuencia Tamafio Aplicacion/Caracteristicas
amplicén
(pb)
icdA-F TGGTATCGGTGTTGATGTCACTC 140 | gRT-PCR en cultivo
icdA-R CATCCTGGCCGTAAACCTGTGTG bacteriano, gen
normalizador
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flic-F AGATCACCTTAGCTGGCAAAACC 164 | gRT-PCR en cultivo

flic-R CCCCAGAGAAGAACGAACTGC bacteriano

fliA-F GCATCGAACTGGTGACTGAAGAAC 149 | gRT-PCR en cultivo

fliA-R GAGCTCTTCCTGGTAATACAGCGT bacteriano

flgM-F CTTTGAAACCCGTTAGCACTGTC 188 | gRT-PCR en cultivo

flgM-R GATAGCCGTTTTTAATGCTTCGAC bacteriano

motB1-F TTTATGACGGCGATGATGGC 99 | Para cuantificar motB por

motA3-R CGGCGTACGAAAATATTCGGC gRT-PCR en cultivo
bacteriano

fliN1-F TTGAATTCGCTGAATGAGGAAC 187 | Para cuantificar fliN por gRT-

fliM3-R TCCTGCATAGCACCGCTGACATC PCR en cultivo bacteriano

fliEL-F AGGGGATTGAAGGGGTTATTAGCCA Variable segun| Deteccion de delecién en

fliIE1-R ACGATCCAGCGCAGCATGTAG delecion gen fliE

fliA3-F TATCAATTGGTGAATTCACTGTATACCGC 738 | Para clonar en pBAD22 o

fliA3-R TATAAGCTTCTATAACTTACCCAGTTTGGTG pJF119EH. Subrayado: sitios
de restriccién para Mfel y
Hindlll. Cursiva: codén inicio
y stop

fliE2-F GGGAATTCCATGGCAGCAATACAGGG 333 | Para clonar en pBAD22 o

fliE2-R AGCAAGCTTTTAAACCTGCATAGACATCACTT pJF119EH. Subrayado: sitios
de restriccion para EcoRI y
Hindlll. Cursiva: codon inicio
y stop

flgM3-F TATGAATTCATGAGCATTGACCGTACCTC 312 | Para clonar en pGEX4T-1.

flgM3-R TATCTCGAGTTATTTACTCTGTAAGTAGCTCTG Subrayado: sitios de
restriccion para EcoRI vy
Xhol. Cursiva: codén inicio y
stop

fliA3-F TATCAATTGGTGAATTCACTGTATACCGC 738 | Para clonar en pGEX4T-1.

fliA4-R TATCTCGAGCTATAACTTACCCAGTTTGGTG Subrayado: sitios de
restriccion para Mfel y Xhol.
Cursiva: codon inicio y stop

mB-actin-F | GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT 68 | gqRT-PCR en ratones, gen

mB-actin-R | CGTCATCCATGGCGAACTG normalizador

MCXCL1-F | CTTGGTTCAGAAAATTGTCCAAAA 84 | qRT-PCR en ratones

MCXCL1-R | ACGGTGCCATCAGAGCAGTCT

miL17a-F CTCCAGAAGGCCCTCAGACTAC 69 | gRT-PCR en ratones

miL17a-R GGGTCTTCATTGCGGTGG

mIFNg-F TCAGCAACAGCAAGGCGAAA 143 | gRT-PCR en ratones

mIFNg-R CCGCTTCCTGAGGCTGGAT

mTNFa-F CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 63 | qRT-PCR en ratones

mTNFa-R CCTCCACTTGGTGGTTTGCT

MCCL20-F | TTTTGGGATGGAATTGGACAC 69 | gRT-PCR en ratones

mCCL20-R | TGCAGGTGAAGCCTTCAACC

mLcn2-F CCATCTATGAGCTACAAGAGAACAAT 89 | gRT-PCR en ratones

mLcn2-R TCTGATCCAGTAGCGACAGC

mMS100A9-F | CACCCTGAGCAAGAAGGAAT 95 | qRT-PCR en ratones

mS100A9-R | TGTCATTTATGAGGGCTTCATTT

6.5.- PCR cuantitativa en Tiempo Real para la cuantificacién de los niveles de ARNm

bacterianos

6.5.1.- Extraccion de ARN

Para extraer el ARN bacteriano se emple6 el Kit RNeasy (Qiagen). A partir de cultivos O/N, se

realizé una dilucion 1/100 en caldo LB y se incub6 2 horas a 37°C y 200rpm, hasta una OD ggonm de

aproximadamente 0,4. En los casos en que se queria cuantificar los niveles de ARNm en

condiciones de induccién, el cultivo se incubd durante dos horas a 37°C con agitacion en
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presencia de inductor (arabinosa o IPTG, segln se indica) antes de proceder a la extraccion de
ARN total. Se mezclaron 250ul de cultivo con 500ul de RNAprotect Bacteria Reagent (Qiagen), y
se incubaron 5 minutos a Temperatura Ambiente (TA). Se centrifugé 10 minutos a 5000g. Se
continué el tratamiento del precipitado segun instrucciones del fabricante.

Para determinar la concentracion y calidad de los ARN extraidos se midi6 la absorbancia a 260nm
(A260) y la relacion entre A260/A280, respectivamente, con un espectrofotometro Nanodrop, dicha

relacion brinda una medida de la contaminacion de los acidos nucléicos con proteinas.

6.5.2.- Tratamiento con DNAsa

Luego de extraer el ARN total se procedié a degradar el ADN contaminante. A 1ug de ARN de
cada muestra, se le agreg6 0,4Ul de DNAsa | (Invitrogen), se incubd a TA 15 minutos y se inactivo
la enzima agregando 2,5 mM de EDTA (concentracion final) e incubando a 65°C durante 10

minutos.

6.5.3.- Transcripcién reversa

Posteriormente se procedié a sintetizar el ADN copia (CADN) usando la enzima M-MLV (Moloney
Murine Leukemia Virus) reverse transcriptase (Invitrogen). Al 1ug de ARN de cada cepa tratado
con DNAsa se le agregd una mezcla conteniendo 0,2ug de Random Hexamer primers, 0,5mM
dNTPs, 10mM DTT (ditiotreitol), 40 Ul RNAse OUT y 200 Ul de la enzima M-MLV reverse
transcriptase, en un volumen total de 20ul. La mezcla de reaccion fue incubada por un ciclo de 10
minutos a 25°C, seguido de un ciclo de 50 minutos a 37°C y finalmente 15 minutos a 70°C para

inactivar la enzima. EI ADN copia generado se diluy6 1/32 en H,0 libre de nucleasas.

6.5.4.- PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Los cebadores utilizados para cuantificar los niveles de ARN mensajero (ARNm) de los diferentes
genes fueron diseflados con ayuda del algoritmo Primer-BLAST a partir de las secuencias
disponibles en la base de datos GENBANK. Se describen previamente en la tabla 5. Como gen
normalizador se usO el gen icdA, que codifica para la enzima isocitrato deshidrogenasa
(Cummings, 2006), el cual previamente se verifico6 que no varia sus niveles de mensajero entre las

distintas cepas analizadas. Asimismo, se verific6 que la eficiencia de las PCRs para los distintos
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genes en estudio asi como para el gen normalizador, fueran cercanas al 100% y similares entre si
(datos no mostrados), requisito esencial para poder aplicar el método del 27hACT,

La PCR en tiempo real se llev6 a cabo empleando el kit comercial QuantiTech SYBR Green PCR
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo en un
volumen final de 10ul conteniendo 5ul de QuantiTech SYBR Green mix, 0,3uM de ambos
cebadores y 2ul de una dilucion 1/32 del cADN. Las reacciones de PCR se realizaron en el Rotor-
Gene 6000 (Corbett Life Sciences) y en la plataforma ABI 7900HT (Applied Biosystems). Las
muestras fueron desnaturalizadas inicialmente a 95°C durante 15 minutos, seguido de 45 ciclos de
95°C durante 15 segundos, 57°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos para la
cuantificacion de fliC, fliA, flgM. Para la cuantificacion de fliN y motB la temperatura de annealing
fue de 60°C. Al finalizar la reaccion se realizd una curva de disociacion a 70°C incrementando 1°C
cada 5 segundos hasta alcanzar una temperatura de 99°C.

Luego se llevd a cabo la cuantificacion relativa de los ARNm presentes en cada muestra siguiendo

-AACT

el método del 2 (Livak, 2001). Brevemente, se obtuvo el valor de C+ para el gen normalizador

y para los genes problema; se determiné el AC+ para cada cepa (Cr gen problema - Ct 1can) Y finalmente

AACT ACT

se calculé el valor de 2 como; 2747 (cepa problema)/ 27" (cepa referencia). Asi, los resultados
expresan el numero de veces que variaron los niveles de ARNm de cada gen en las diferentes

cepas con respecto a la cepa de referencia (fold change).

6.6.- Andlisis de la produccién de proteinas

Para estudiar la produccion de proteinas mediante western blot se parti6 de cultivos en fase
exponencial, con el agregado de inductor en los casos indicados. Para identificar FliC se utiliz6 un
anticuerpo de raton anti- antigeno flagelar Hg (Bio-stat). Se utiliz6 como control de carga de
muestra el anticuerpo monoclonal anti-DnaK (Abcam). Al no conseguirse en plaza los anticuerpos

contra FliA 'y FlgM, fueron producidos en el laboratorio.

6.6.1.- Obtencion de antisueros Anti-FliA y Anti-FIgM
Las cepas E. coli DH5a transformadas con los plasmidos pGEXA y pGEXM fueron crecidas O/N
en LB suplementado con Ampicilina, al dia siguiente se hicieron diluciones 1/100 de estos cultivos,

se crecieron durante 2 horas hasta una DOgq de 0,4 a 0,6 y, luego de agregar 0,5mM de IPTG, 2
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horas mas hasta alcanzar una DOgg aproximada de 1. Se obtuvieron extractos proteicos celulares
para analizarlos por electroforesis en geles de poliacrilamida. Para obtener estos extractos, se
centrifugo el cultivo y resuspendié el precipitado en PBS conteniendo 0,15mM PMSF, 5mM EDTAy
lisozima 0,1mg/ml, luego se sonicé con 6 pulsos de 15 segundos (separados por intervalos de 1
minuto en hielo) hasta la completa ruptura de las bacterias (verificada por analisis al microscopio
de contraste de fases), se le agrego Triton X-100 a una concentracion final de 0,5% y se centrifugo
durante 30 minutos a 4°C y 95009 para separar la fraccién soluble (sobrenadante) de la insoluble o
cuerpos de inclusién (precipitado). Como se observaba que las proteinas de interés formaban
cuerpos de inclusion, se us6 como hospedera para la produccion de las mismas la cepa de E. coli
MC1061 y se consiguieron niveles de proteina en la fraccion soluble.

Para purificar las proteinas se incub0 el extracto proteico soluble con una resina de Glutation
agarosa (Sigma) (sustrato de la GST) O/N a 4°C en agitacion orbital en una columna de
policarbonato, y posteriormente se recogi6 el flow through (o fraccién no unida a la resina). Se
realizaron 3 lavados con 10ml de PBS conteniendo 0,5% de T X-100 frio para eliminar proteinas
unidas inespecificamente. A continuacion la resina se resuspendi6 en buffer trombina (20mM Tris-
HCI, 150mM NacCl, 2,5mM CacCl,) y la mezcla se digiri6 durante 1 hora a temperatura ambiente
con 20 unidades de trombina (Sigma), con agitacion orbital. Finalmente se recolectaron 4
fracciones eluidas de la columna y se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida
(PAGE).

Las bandas de PAGE conteniendo las proteinas purificadas fueron cortadas de los geles,
troceadas en partes iguales y guardadas a —80°C. Posteriormente cada trozo se pulverizé con
nitrégeno liquido, se resuspendié en 700ul de PBS y cuantificé por el método de Bradford, dando
una concentracién aproximada de 0,4pg/pl. Finalmente, a cada suspensién se le agregd 233pul de
alimina como adyuvante. Se inmunizaron ratones hembras de la cepa BALB/C de 8-10 semanas
de edad. Primero se realizaron 3 inmunizaciones (150l por ratdn, 2 ratones por via subcutanea y
2 por via intraperitoneal) cada 7 dias. Posteriores inmunizaciones fueron hechas al dia 28 y 46
post-inmunizacion (P.l.), sumando 5 inmunizaciones y siendo el dia 1 P.. el primer dia de
inmunizacion. Se realizaron extracciones de sangre al dia 21, 35, 53 P.I. Luego de cada extraccion
de sangre y obtencion de suero se realizaron western blots usando estos sueros para determinar

la presencia de los anticuerpos contra FliA y FIgM. En la 22 extraccion, los sueros obtenidos de 2
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ratones fueron positivos para el reconocimiento de FliA y los sueros obtenidos de 2 ratones fueron
positivos para el reconocimiento de FIgM, estos dieron una mejor sefial en la 32 extraccion y fueron
sacrificados. Los otros 4 ratones fueron mantenidos vivos para posteriores obtenciones de sueros.
Se los volvié a inmunizar al dia 308, 315 y 331 P.I., se les extrajo suero en los dias 322 y 337 P.l y
fueron sacrificados. Solamente un suero dio positivo para el reconocimiento de FliA, los otros 3
sueros dieron un reconocimiento inespecifico. Los sueros que reconocieron de manera correcta

las proteinas dianas fueron utilizados para los analisis de western blotting.

6.6.2.- Obtencion de extractos proteicos

-Proteinas celulares

Se diluyé 1/100 un cultivo O/N en LB y se lo incubd 2 horas hasta llegar a DOgy de 0,4. Se
centrifugé 10 minutos a 4°Cy 1900g, se lavd el precipitado con 1 ml de PBS frio y volvié a
centrifugar. Se resuspendié el precipitado en 0,5ml de PBS conteniendo 0,15mM PMSF y 5mM
EDTA. Se sonico con 6 a 10 pulsos de 5 segundos con intervalos de 1 minuto de incubacién en
hielo, hasta la completa ruptura de las células bacterianas. Se centrifug6é 15 minutos a 4°C y 9500g

y recuperd el sobrenadante.

-Proteinas de superficie (Heat extract)

A partir de un cultivo en fase estacionaria, se obtuvo un cultivo en fase exponencial diluyéndolo
1/50 en 10ml de LB e incubando a 37°C con agitacién hasta alcanzar una DOggq aproximada de
0,4. Se centrifugé 15 minutos a 1600g y 4°C. Se separ0 el sobrenadante para recuperar las
proteinas secretadas, se resuspendi6é el sedimento en 0,2ml de PBS e incub6 1 hora a 65°C en

bafio maria. Se centrifugé durante 15 minutos a 1000g y 15°C y recuperé el sobrenadante.

-Proteinas secretadas

Se filtraron 4 ml del sobrenadante obtenido del proceso de obtencidn de proteinas de superficie
con un filtro de 0,2um. Se lo incubd (¢este filtrado?) 15 minutos en hielo con 4 ml de &cido
tricloroacético (TCA) 50%. Se fraccion6 en tubos eppendorf y centrifugd 30 minutos a 4°C,
14000g. Posteriormente se eliminaron los sobrenadantes, lavaron los precipitados 3 veces,
usando Acetona fria y centrifugando 5 minutos a 4°C y 14000g. Se secaron en termobloque a 65°C
y resuspendieron con PBS.

Todos los extractos proteicos se cuantificaron usando el método de Bradford (Sigma).
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6.6.3.- SDS-PAGE

Para fraccionar el contenido de las muestras por peso molecular, fueron corridas en geles de
poliacrilamida en presencia de detergente para desnaturalizarlas. En caso de querer identificar
FIiC, la composicién del gel de separacion fue 0,5M Tris-HCI pH 8,8 (Sigma), 0,1% SDS (Sigma),
12% acrilamida (solucion al 30% acrilamida/bis-acrilamida, Sigma), 0,1% persulfato de amonio
(APS, Sigma) y 0,05% TEMED (Sigma). El gel concentrador fue de 4% acrilamida, con 0,125M
Tris-HCI pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% APS y 0,05% TEMED. Se cargaron cantidades constantes de
proteinas de cada muestra, las cuales fueron incubadas con el buffer de carga por 5 minutos a
100°C. Las corridas se realizaron a amperaje constante (20 mA/gel), en buffer de corrida (Tris-
glicina). Para identificar FIgM y FIliA se utilizaron geles de tricina debido a que se obtiene mejor
resolucién para proteinas de bajo peso molecular (Schagger, 2006). La composicién del gel
separador fue 1M Tris-HCI pH 8,45, 0,1% SDS, 16% acrilamida/bis-acrilamida (48/1,5), 0,05% APS
y TEMED, del gel concentrador fue 1M Tris-HCI pH 8,45, 0,1% SDS, 4% acrilamida/bis-acrilamida
(48/1,5), 0,08% APS y TEMED. Los buffers de corrida se diferenciaban entre si. El Buffer Anodo
tenia una concentracion de 0,1M Tris y 0,0225M HCI (pH 8,9) y el Buffer Catodo 0,1M Tris, 0,1M
Tricina y 0,1% SDS (pH 8,25). Las corridas se realizaron a un voltaje de 30 V hasta que las
muestras entraban al gel separador y luego 200 V, hasta la mitad, y 300 V la segunda mitad.

Las proteinas separadas en los geles fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
(Sigma), en caso de querer identificar FliC, o de polifluoruro de vinilideno (Immobilon-P PVDF,
Sigma), en caso de querer identificar FIiA y FIgM. Esta transferencia fue realizada O/N a 4°C y
80mA en buffer conteniendo 25mM Tris, 190mM Glicina y 20% Metanol. Posteriormente, los geles
fueron tefiidos con azul de Coomasie para verificar proteinas remanentes en el gel y las

membranas con rojo Ponceau para verificar la correcta separacion y transferencia.

6.6.4.- Western Blot

A las membranas se les realiz6 un bloqueo con TBS con 0,05% triton X-100 (TBST), 5% leche en
polvo descremada, por 1 hora con agitacién a temperatura ambiente. Posteriormente se diluyeron
los anticuerpos anti-Dnak (1/50000), anti-FIiC (1/1000), suero anti-FIiA (1/200) y suero anti-FIgM
(1/50) en TBST/leche, y se las incubd a 37°C por 1 hora en agitacion. Luego de lavarlas con TBST,

fueron incubadas con anticuerpo anti-mouse IgG conjugado a peroxidasa, diluido 1/5000 en
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TBST/leche por 1 hora a TA en agitacion. Finalmente fueron revelados por quimioluminiscencia
con el reactivo Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (General Electric)
realizando exposiciones a diferentes intervalos de tiempo en un analizador de imagenes (Gbox

Chemi XT, Syngene).

6.7.- Secuenciacién y analisis de secuencias

Luego de concretar una colaboracion con el Sanger Institute (Cambridge, UK), se obtuvieron las
secuencias del genoma completo de los primeros 7 aislamientos en estudio (SDul-SDu7). El
ADNg fue extraido por el kit de Qiagen DNAeasy blood and tissue kit y secuenciado por el método
[llumina.

Se compararon las regiones flagelares (aproximadamente 60 kb) de todos los aislamientos entre si
y con la region flagelar de un aislamiento flagelado de referencia (S. Dublin CT_02021853)
disponible en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Para ésto

se utilizé la herramienta bioinformatica libre Bioedit, disponible en internet.

6.7.1.- Screening de la delecion fliEA42 por PCR

Para verificar la presencia de la delecion fliEA42 en los aislamientos de S. Dublin para los cuales
no se disponia de la secuencia gendémica, a partir de las secuencias obtenidas se disefiaron
cebadores que flanquean la delecién para detectarla por PCR. Estos cebadores, fliE1-F y fiIE1-R
(tabla 5), fueron disefiados para que amplifique un producto pequefo, que abarque la delecion y
que sea facilmente detectable por electroforesis en geles de agarosa. El tamafio del producto
amplificado es de 77 pb, en el caso del gen fliEA42, o0 119 pb, en el caso del gen completo. La
concentracién final de cada reactivo en la mezcla fue 2mM MgCl,, 0,2mM dNTPs, 0,4uM de cada
primer. Las condiciones de ciclado fueron: una etapa de desnaturalizacién de 5 minutos a 95°C
seguida de 30 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 30
segundos. Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en gel agarosa 2,5% en

TBE 0,5X.

6.7.2.- Andlisis de secuencia nucleotidica de fliE en revertientes SDu3/pJA mot+
Se decidid analizar la secuencia nucleotidica de fliIE en los revertientes SDu3/pJAmot+6,
SDu3/pJAmot+7, SDu3/pJAmot+8 y SDu3/pJAmot+9 obtenidos. Para ésto, se obtuvo el DNA

gendémico como se describié previamente. Para amplificar fliE por PCR, se usaron los cebadores
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disefiados para el clonaje fliE2-F y fliIE2-R y las condiciones descritas previamente. Luego los
productos de PCR fueron purificados utilizando el kit PCR Purification (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las muestras fueron secuenciadas en el Servicio de Secuenciacion
Automatica del IPM, los cebadores utilizados fueron los disefiados para el screening de la delecién

fliEL-F y fliEL-R.

6.8.- Tincion fluorescente de flagelos

La tincion fluorescente de flagelos en bacterias vivas se realizé siguiendo el protocolo descrito por
Turner et al 2000, con las modificaciones indicadas en Yim et al 2014.

Brevemente, se diluyé 1/100 un cultivo O/N en 10 ml de caldo LB y se incub6 hasta llegar a una
DOgyo = 0,4 — 0,6. Se centrifugd 10 minutos a 2000g, descartd el sobrenadante y resuspendio
suavemente en buffer fosfato (0,01M KPQ,, 0,067M NaCl, 0,21mM EDTA). Luego se lavé 2 veces,
resuspendio el precipitado en 250ul de dicho buffer y repartié en tubos Eppendorf.

Se resuspendié 1mg del fluoréforo Alexa Fluor 594-carboxylic acid succinimidyl ester (Invitrogen),
un colorante fluorescente especifico de grupos aminos, en 300ul de buffer fosfato y agregé 50ul de
éste a la resuspension de bacterias. Ademas se agregd 10ul de Bicarbonato de Sodio 1M. Se
incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion suave de 100rpm en oscuridad. Se
lavdo 3 veces con buffer fosfato conteniendo Brij al 0,0001% (Buffer/Brij) y se resuspendié el
precipitado en 1 ml de buffer. Esta resuspension fue diluida 1/25 en buffer/Brij y glucosa 0,1M. Se
montaron 10pl en un portaobjetos, cubrié con cubreobjetos y se sell6 con esmalte. Finalmente se
observo inmediatamente empleando un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 80i, objetivo
de inmersion 100x, software NIS Elements BR 3.0. Se analizaron al menos 10 campos para cada

muestra.

6.9.- Ensayos en ratones (modelo de colitis). Recuento en 6rganos, histologia, qRT-PCR

El modelo de infeccién in vivo utilizado en este trabajo es el descrito por Barthel et al 2003.
Brevemente, grupos de 5 hembras de la cepa C57BL/6 de 6 a 8 semanas (DILAVE) fueron
pretratadas por via intragastrica con 25mg de estreptomicina 24 horas antes de la infeccion con
5x10’ CFU de las diferentes cepas via oral.

A las 24 horas post-infeccion los animales fueron sacrificados. Un trozo del ciego distal de cada

animal, fue congelado en nitrogeno liquido embebido en Tissue-Tek® Opmtimum Cutting
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Temperature (O.C.T.) y luego almacenado a -80°C. Se evalué la citopatologia en cortes realizados
en criostato (5 a 8 um de espesor) y tefiidos con Hematoxilina-Eosina, se utilizé el método ciego
de observacion, el esquema de puntaje fue el descrito por Stecher et al 2004. Los parametros
evaluados fueron: destruccion del epitelio, edema de la submucosa, reducciéon del nimero de
células de Goblet o caliciformes e infiltracion de células polimorfonucleares. También se analizaron
por gRT-PCR los niveles de ARNm para la quemoquina derivada del queratinocito (Kc), homologa
murina de la IL-8 en humanos, Interleuquina 17a (IL17a), Interferon gamma (IFNy), Factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), Mip-3A (CCL20), Lipocalina 2 (Lcn2), Calprotectina (S100A9). Para
ésto se extrajo una fraccion de la porcién media del ciego de cada raton y almacend a -80°C
embebida en TRIzol (Invitrogen). Posteriormente, las muestras se homogeneizaron utilizando un
homogeneizador Ultraturrax, se extrajo el ARN siguiendo las instrucciones del fabricante y se
cuantificé utilizando el Nanodrop. Para obtener el cADN se traté 1ug de ARN con DNAsa y se
realizé la retrotranscripcion de la misma forma que con el ARN bacteriano descrito previamente.
Los cebadores (Tabla 5) fueron utilizados en una concentracion final de 0,9uM. Las condiciones de
ciclado fueron: una etapa de desnaturalizacién de 15 minutos a 95°C seguida de 40 ciclos de 95°C
durante 15 segundos y 60°C durante 60 segundos. Se utiliz6 como gen normalizador la B-actina,
el cual se verificé previamente que no variasen sus niveles entre las distintas muestras analizadas.
Para calcular las variaciones en los niveles de ARNm para los genes problema, se aplicé el

método del 2744

ya descrito.

Ademas, se analiz6 la carga bacteriana en contenido de ciego y bazo. Se colecté una parte de
aproximadamente 0,15ml de contenido del ciego, se peso y resuspendié en 0,5ml de PBS con
tergitol. Luego se plagued en MacConckey con estreptomicina. Los bazos se homogeneizaron en

PBS con Tergitol al 0,5% y se plaguearon diluciones en agar MacConkey con estreptomicina a

50ug/ml y en LBA sin antibiético.

6.10.- Andlisis estadisticos

Para realizar el andlisis estadistico de todos los ensayos se utilizé el software Graphpad Prism. En
los ensayos de qRT-PCR para genes flagelares se utilizé el método One Way ANOVA, tomando en
cuenta a P< 0.05 como estadisticamente significativo. En los ensayos de qRT-PCR para genes

proinflamatorios en ciego de ratones se utilizé el test Mann-Whitney.
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7.- RESULTADOS

7.1.- Evaluacion de la capacidad inflamatoria de aislamientos salvajes in vivo

A diferencia de lo que sucede en humanos, al infectar ratones susceptibles con SNT desarrollan
una enfermedad similar a la fiebre tifoidea humana. Es por ésto que se ha comenzado a utilizar un
modelo de raton pre-tratado con estreptomicina, en el cual ratones C57/BI6 se tratan con
estreptomicina previamente a la infeccion con Salmonella spp. De esta manera, una vez alterada
la flora intestinal normal mediante el tratamiento con el antibidtico, la infeccion con Salmonella spp
por la ruta oral induce muchos de los sintomas de una enterocolitis observada en humanos,
incluidos edema, dafio epitelial y un influjo importante de neutréfilos en el ciego (Barthel et al.,

2003).

Para evaluar si la generacion de una respuesta inflamatoria in vivo depende de la presencia de
flagelo, analizamos la expresion de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias y de proteinas
antimicrobianas en el ciego de ratones pretratados con estreptomicina infectados con un
aislamiento S. Dublin flagelado (SDu5), uno no-flagelado (SDu3) y el mutante isogénico de SDu5
con el gen fliC inactivado por un cassette de kanamicina, todos resistentes a estreptomicina, y los
comparamos con los resultados obtenidos en ratones no infectados. Ademas realizamos un
analisis histopatolégico de los ciegos de dichos ratones, debido a que se ha reportado que los
cambios patolégicos inflamatorios son observados mayoritariamente en este érgano (Barthel et al.,

2003).

7.1.1.- Andlisis de larespuesta transcripcional de citoquinas y proteinas antimicrobianas

Mediante gRT-PCR se analiz6 la expresién de genes proinflamatorios y péptidos antimicrobianos
en ciego de ratones pretratados con estreptomicina, infectados con los aislamientos SDu3
(aflagelado), SDu5 (flagelado) y el mutante SDu5 con el gen fliC inactivado.

Mediante recuento bacteriano, verificamos que todas las cepas analizadas colonizaron
eficientemente el ciego dentro de las 24 horas p.i. (SDu3 1,97x10° + 5,14x10°CFU/g de contenido
de ciego, SDu5 1,32x10° + 3,24x1080FU/g de contenido de ciego y SDu5 fliC::kan® 1,09x10° +
2,86x10° CFU/g de contenido de ciego).

Los ratones infectados con el aislamiento flagelado SDu5, mostraron un incremento

estadisticamente significativo en los niveles de ARNm para IL-17a (70 veces), Kc (56 veces), TNF-
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a (27 veces) e IFN-y (470 veces), con respecto a los animales no infectados. La infeccién con el
aislamiento aflagelado SDu3 también demostré una induccién significativa de la expresion de IL-17
(2 veces), Kc (4 veces), TNF-a (3,6 veces) e IFN-y (15 veces) con respecto a los ratones no
infectados, pero estas inducciones fueron significativamente menores que las generadas por el
aislamiento SDu5. En el caso del mutante aflagelado SDu5 fliC::kan®, indujo una expresion
significativamente menor de IL-17, Kc e IFN-y comparado con la cepa parental, siendo la
respuesta generada similar a la observada para el caso de la cepa SDu3 (no se encontraron
diferencias significativas entre los niveles de ARNm para IFN-y y Kc) (Figura 6A).

Los niveles de transcriptos para Lcn2 fueron significativamente superiores en ciegos de ratones
infectados con el aislamiento flagelado SDu5 (29 veces) comparado con ratones no infectados,
mientras que aquellos animales infectados con los aislamientos aflagelados no mostraron aumento
significativo (Figura 6B). Respecto a S100A9, su expresion fue significativamente inducida en los 3
grupos de ratones infectados comparada a la expresién en ratones no infectados, a su vez, la
induccion fue significativamente menor con SDu3 (22 veces) que con SDu5 (1441 veces). En el
caso del grupo infectado con el mutante SDu5 fliC::kan®, no presenté diferencias respecto al grupo
de infectados con SDu3.

A diferencia de lo observado en ensayos en cultivo celular (Figura 4B), en estos ensayos in vivo la
expresion de Mip-3a (CCL20) no fue significativamente inducida (Figura 6A).

Estos resultados indican que, a pesar de la ausencia de flagelo, el aislamiento SDu3 y el mutante
SDu5 con el flagelo inactivado, fueron capaces de generar una respuesta inmune innata
sugiriendo que existen otros factores bacterianos implicados en el desencadenamiento de
respuesta proinflamatoria por parte del hospedero. Sin embargo, los incrementos en los niveles de
ARNmM en ciego de las 4 citoquinas y las 2 proteinas antimicrobianas fueron significativamente
menores que aquellos generados por la infeccion de SDu5, indicando que el flagelo es el principal
factor proinflamatorio de S. Dublin a nivel intestinal.

Es importante destacar que las bacterias SDu3 recuperadas del contenido de ciego y de los bazos
de ratones infectados permanecieron carentes de movilidad (resultados no mostrados), indicando
que el fenotipo aflagelado no revierte luego del pasaje por los tejidos del hospedero.

Por otro lado, si bien se observaron respuestas inflamatorias diferentes entre SDu3 y SDu5 a nivel

intestinal, la capacidad de invadir y colonizar 6rganos internos por parte de ambos aislamientos,
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no mostré diferencias significativas (SDu5 2,00x10° + 6,94x10* CFU/bazo; SDu3 7,93x10"* +
3,06x10* CFU/bazo, a dia 3 p.i.). Este fendmeno ya fue descrito por Stecher et al 2004, quienes
demostraron que un mutante fliC de S. Typhimurium generaba respuestas proinflamatorias
intestinales menores que la cepa salvaje a tiempos tempranos p.i., pero sin embargo los nimeros

de bacterias recuperadas de 6rganos internos fueron similares.
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Figura 6. Variacion de los niveles de ARNm a las 24 hs p.i. en la mucosa de ciego de ratones infectados con S. Dublin,
determinados por gRT-PCR. Los valores se expresan en cambio de niveles de ARNm de los genes indicados, comparados
con los niveles en ratones no infectados. IFN-y y S100A9 estan expresados en escala logaritmica. *, P<0.05; **, P<0.01;
**  P<0.001; ns, estadisticamente no significativo. (Test Mann-Whitney) (A) Cuantificacion de ARNm de genes que
codifican para citoquinas y quemogquinas proinflamatorias. (B) Cuantificacion de ARNm de genes que codifican para
proteinas antimicrobianas.
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7.1.2.- Analisis histopatol6gico de ciegos

Para analizar las alteraciones histopatolégicas asociadas a inflamaciéon en los ciegos de los
ratones infectados, observamos en microscopio cortes en criostato tefiidos con Hematoxilina-
Eosina. Los parametros evaluados fueron: destruccion del epitelio, edema de la submucosa,
reduccién del ndmero de células de Goblet o caliciformes e infiltracion de células
polimorfonucleares (PMN) o neutrofilos, procesos ya descritos como desencadenados a
consecuencia de la infeccion por Salmonella Typhimurium flagelada en ciegos de ratones

pretratados con estreptomicina (Stecher et al., 2004).

En los ciegos de los ratones infectados con SDu5 se observaron a las 24hs p.i. signos patoldgicos
indicativos de una inflamacién aguda, incluyendo una mayor extension de edema en la
submucosa, asi como mayor infiltracién de células PMN y erosion del epitelio, comparado con lo
observado en ciegos de ratones infectados con SDu3, los cuales mostraron signos de inflamacion
maés leves (Figura 7A). El score de los dafios patolégicos indic6 que soélo los ratones infectados
con la cepa SDu5 mostraron cambios significativamente diferentes respecto a los ratones control
(Figura 7B). A su vez, los ciegos de ratones infectados con el mutante SDu5 fliC::kan® no revelaron
cambios patologicos significativos comparados a los ciegos de ratones infectados con SDu3 y no

infectados (Figura 7B).
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Figura 7. Analisis histopatoldgico de ciego, criosecciones de tejido de ratones pretratados con estreptomicina
infectados con S. Dublin a 24hs p.i. [A] Histologia representativa del ciego de un ratén no infectado (A), ratén
infectado con SDu3 (B) y ratén infectado con SDu5 (C y D). (L) lumen intestinal, (sm) submucosa, (E) edema,
(p) células PMN (ce) elongaciones de criptas, (er) erosion del epitelio. Se observa una mayor extension de
edema en la submucosa, asi como infiltracion de células PMN y erosién del epitelio en el ciego de los ratones
infectados con SDu5, comparado con los observados en ratones infectados con SDu3 y no infectados. (A, By
C) Aumento x200. (D y partes amplificadas en B y C) Aumento x400. [B] Score de cambios histolégicos en
ciegos. Se estudiaron el edema de la submucosa, reduccion en el nimero de células Goblet, infiltracién de
células PMN y descamacion y erosion del epitelio. Cada barra corresponde a un animal. PBS corresponde a
los ratones no infectados. Se muestran los resultados de los analisis estadisticos de los scores para cada
grupo de ratones comparados con el grupo no infectado (Test Mann-Whitney). * P<0,05, ns, estadisticamente
no significativa.

Estos resultados muestran que la presencia de flagelo es la principal propiedad que influye en las
diferencias en la habilidad de los aislamientos de S. Dublin de inducir respuesta inmune en
mucosa. Sin embargo, el mutante SDu5 fliC::kan® y SDu3 demostraron niveles significativamente
diferentes de expresién de IL-17 y TNF-a, sugiriendo que otros factores podrian también contribuir

a las propiedades proinflamatorias de S. Dublin.

7.2.- Expresién de genes flagelares

Para determinar si la ausencia de flagelo se debe a una falta de expresion de fliC, comparamos su
expresion entre aislamientos flagelados y aflagelados, mediante PCR cuantitativa en tiempo real
usando cebadores especificos contra dicho gen (Figura 8). Observamos que la expresién de fliC
(gen de clase 3) en los aislamientos aflagelados es 100 veces menor que en los flagelados, lo que
se correlaciona con la ausencia de flagelina. Para comparar la expresion de los genes reguladores
entre aislamientos flagelados y aflagelados, analizamos la expresién de los genes fliA (Clase 2-3)
y flgM (Clase 2-3) (Figura 8), y para determinar si la disminucion en la expresion de fliC, es general
para los genes de clase 3 analizamos la expresion de otros genes estructurales: motB (clase 3) y
fliN (clase 2) (Figura 9).

Los resultados muestran que los niveles de ARNm para motB y flgM estan significativamente
disminuidos 10 y 5 veces, respectivamente, en las cepas aflageladas respecto a las flageladas,
mientras que los niveles de ARNm para fliA y fliN no se ven afectados. Esto sugiere que sélo la
expresion de genes de clase 3 esta afectada. Dado que flgM es un gen de clase 2 y 3, su

expresion permaneceria activada por el regulador central flhDC, haciendo que haya niveles de
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FIgM suficientes para inhibir FliA. Las causas, entonces podrian ser una menor estabilidad del
ARNmM de fliA, nivel insuficiente de FIliA debido a una menor traduccion o estabilidad de la proteina,
alguna alteracién en la interaccién entre FliA y FIgM o en la activacion de la expresién de los

genes de clase 3 por parte de FliA.
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Figura 8. qRT-PCR para genes flagelares fliC, fliA y flgM. * diferencia significativa
(p<0,05) respecto a SDu7 (One Way ANOVA). Resultados (medias y
desviaciones estandar) de 2 experimentos independientes.
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Figura 9. qRT-PCR para genes flagelares motB y fliN. * diferencia significativa
(p<0,05 respecto a SDu7 (One Way ANOVA). Resultados (medias y desviaciones
estandar) de 2 experimentos independientes.

7.3.- Andlisis de niveles y localizacion celulares de FliAy FigM

Luego de observar que la expresion de fliA es similar entre aislamientos flagelados y aflagelados,
y en el caso de flgM, a pesar de haber una diferencia significativa, los niveles son muy parecidos,
estudiamos la localizacion y niveles de las proteinas FliA y FIgM. Como ya lo vimos, FIgM es
secretada, liberando FliA para que active la transcripcion de los genes de clase 3. En este sentido,

analizamos la presencia de estas proteinas en extractos de proteinas secretadas y celulares
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mediante western blotting. Para ésto produjimos los anticuerpos en el laboratorio, ya que no se

conseguian comercialmente.

7.3.1.- Produccion y purificacion de FliAy FiIgM recombinantes

Se clonaron los genes flgM y fliA de un aislamiento mévil (SDu5) en el plasmido pGEX4T-1.
Posteriormente fueron transformados por heat-shock en la cepa E. coli MC1061. Las cepas
resultantes fueron cultivadas en presencia de inductor para expresar las proteinas recombinantes.
En los extractos inducidos se puede observar claramente la presencia de las proteinas de fusién
GST-FliA y GST-FIgM del tamafio esperado (55kDa y 37 kDa, respectivamente). FliA se observa
en mayor cantidad en la fraccion insoluble y FIgM en la fraccion soluble (Figura 10). Si bien FliA se
observa mayoritariamente en la fraccion insoluble, la cantidad que queda en forma soluble fue

suficiente para purificar la proteina y administrarla a los ratones.

MC1061/pGEXA MC1061/pGEXM
S sT T T 51T 15 1
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Figura 10. SDS-PAGE de extractos proteicos solubles (S) e insolubles (I)
de cepas MC1061/pGEXAy MC1061/pGEXM crecidos en presencia de
inductor (+) y ausencia de inductor (-). Se observa la produccion de las
proteinas FliAy FIgM fusionadas a GST. Tincién Azul de coomasie. Se
muestra a la izquierda el marcador de peso molecular en kDa.

Para purificar las proteinas, se incubd el extracto proteico soluble de las cepas MC1061/pGEXA y
MC1061/pGEXM, con una resina de Glutation agarosa. A continuacion, la resina se digiri6 con
trombina. Finalmente se recolectaron 4 fracciones eluidas de la columna y se analizaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida (Figuras 11 y 12). Si bien la pureza no fue la deseada, se
prosiguid con la purificacion. Las fracciones eluidas fueron separadas por electroforesis en un gel

preparativo y se recortd la banda del gel conteniendo la proteina de interés.
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Figura 11. SDS-PAGE de fracciones del proceso de purificacion de FliA a partir
de extractos proteicos de cultivo de la cepa MC1061/pGEXA. FT: Flow Through o
fraccion no unida a la resina, R1: fraccion unida a la resina, T1-T4: Fracciones
eluidas luego del tratamiento con trombina, R2: Resina obtenida luego del
tratamiento con Trombina. Se muestra a la izquierda el marcador de peso
molecular en kDa.
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Figura 12. SDS-PAGE de fracciones del proceso de purificacion de FIgM a partir
de extractos proteicos de cultivo de la cepa MC1061/pGEXM. FT: Flow Through o
fraccion no unida a la resina, R1: fraccién unida a la resinaT1-T4: Fracciones
eluidas luego del tratamiento con trombina, R2: Resina obtenida luego del
tratamiento con Trombina. Se muestra a la izquierda el marcador de peso
molecular en kDa.

7.3.2.- Produccién de anticuerpos anti-FliA y anti-FigM

Las proteinas FliA y FIgM purificadas fueron inoculadas en ratones BALB/C. Se realizaron cuatro
extracciones periddicas de sangre y se determiné por western blotting la presencia de anticuerpos

anti-FliA y anti-FIgM en el suero obtenido de los ratones 2, 3, 7 y 8, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Western Blot usando sueros de ratones inmunizados con FliA (A, 1 - 4) y FlgM (B, 5 - 8). Se
utilizaron extractos proteicos de cepas que expresan la proteina bajo control de un promotor inducible
SDu3/pBA 'y MC1061 portadora de pGEX4T-1/flgM. Se muestra a la izquierda el marcador de peso molecular

en kDa.

7.3.3.- Estudio de la localizacién y niveles celulares de FliAy FIgM

Determinamos mediante Western blotting, los niveles de FliA y FIgM en extractos de proteinas
secretadas y proteinas celulares (Figura 14), usamos los sueros obtenidos de ratones con

anticuerpos anti-FIiA (Raton 2) y anti-FIgM (Raton 8). Como control de carga, se utilizd anticuerpo

anti-Dnak.
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Figura 14. Western Blotting de proteinas secretadas y celulares de cultivos de aislamientos S. Dublin usando
antisueros anti-FigM, anti-FIiA obtenidos y como control de carga anti-Dnak. Se observa ausencia de FIgM en
proteinas secretadas de aislamientos aflagelados. Se muestra a la izquierda el marcador de peso molecular en kDa.

Los resultados muestran que FIgM no se detecta entre las proteinas secretadas en los
aislamientos aflagelados y, en las proteinas que permanecen en las células, se encuentra en
mayor cantidad en los aislamientos aflagelados respecto a los aislamientos flagelados. Al no ser
secretada, FIgM permaneceria en el citosol unida a FliA e inhibiéndola, impidiendo que se active la

expresion de genes de clase 3.

7.4.- Reversion del fenotipo aflagelado

7.4.1.- Pasajes sucesivos de cepa aflagelada en agar de movilidad

Para comprobar si las cepas aflageladas son capaces de expresar flagelo y revertir este fenotipo
por si solas, realizamos pasajes sucesivos en agar blando (LB Agar 0.3%), el cual induce la
movilidad bacteriana. Luego de repicar sucesivamente la cepa SDu3 salvaje (invasiva, aflagelada)
12 veces cada 24h, en dos experimentos independientes, no se observd reversion del fenotipo

aflagelado (Figura 15). Esto indica que la cepa aflagelada no es capaz de revertir este fenotipo per

se in vitro.

Figura 15. Ensayo de movilidad de SDu3, 12° pasaje.
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7.4.2.- Complementacién en trans de cepas aflageladas con el gen fliA de cepa flagelada,
analisis de la expresion de genes de clase 3, sintesis de FliC y movilidad

Para averiguar si sobre-expresando fliA en un aislamiento aflagelado y, por lo tanto, consiguiendo
niveles elevados de FliA, se consigue activar la expresion de los genes de clase 3 y luego el
ensamblaje del flagelo, complementamos en trans una cepa aflagelada de origen sistémico (SDu3)
con el gen fliA proveniente de un aislamiento flagelado (SDu5). Luego estudiamos la expresién de
fliC y motB por gRT/PCR vy la sintesis de FIiC por western blotting.

Para ésto se clon6 el gen fliA de la cepa SDu5 en vectores de expresion (plasmidos pBAD22 y
pJF119EH) y transform6 en la cepa SDu3, obteniendo las cepas SDu3/pBA (transformada con
pBA) y SDu3/pJA (transformada con pJA). Ademas se transformaron los plasmidos portando el
gen en la cepa SDu5, obteniendo la cepa SDu5/pJA, para ser usada como control.

En primer lugar estudiamos los niveles de expresién de genes fliC y motB en las cepas SDu3/pBA
y SDu3/pJA por PCR cuantitativa en tiempo real. Observamos que al inducir la expresion de fliA,
estas cepas presentan niveles de ARNm para dichos genes, mayores a los niveles de la cepa
inmovil SDu3, incluso mayores a los de la cepa mévil salvaje SDu7. Los niveles de ARNm para fliC
y motB en SDu3/pBA crecida en presencia del inductor fueron de 6 y 10 veces méas que en SDu7,
respectivamente. En el caso de los niveles en SDu3/pJA en presencia de inductor, los niveles
fueron de 1,7 y 1,5 veces mas que en SDu7, respectivamente (Figura 16). Luego de observar que
las cepas SDu3/pBA y SDu3/pJA expresan fliC y motB, se comprobd mediante western blotting

que, al inducir la expresion del gen fliA, son capaces de sintetizar FIiC (Figura 17).
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Figura 16. qRT-PCR para fliC y motB de cepas SDu3 complementadas con el gen fliA,
respecto a SDu7. Se observa que en presencia de inductor se expresan en cantidad superior
a cepa flagelada. Resultados de 1 experimento.
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Figura 17. Western blotting para FIiC, en extractos de proteinas celulares de cepas SDu3
suplementadas en trans con el gen fliA, crecidas en ausencia (-) o presencia (+) de inductor.

Para determinar si estas cepas ensamblan el flagelo y recuperan la movilidad realizamos ensayos
de movilidad en agar blando con inductor, arabinosa o IPTG segun corresponda. Ninguna de las
cepas revirtié el fenotipo inmovil. Estos resultados no descartan que estas cepas complementadas
sean capaces de ensamblar el flagelo, ya que podrian estar ensamblando un flagelo no-funcional.
Para probar esta hip6tesis realizamos una tincion con anticuerpos fluorescentes de la cepa
SDu3/pJA inducida con IPTG y como control las cepas SDu3 y SDu5 (Figura 18). No observamos

flagelo ensamblado en la cepa SDu3/pJA (Figura 18A). Este nuevo resultado confirma que las
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cepas complementadas, a pesar de sintetizar FliC, no son capaces de ensamblar flagelos.

A B

Figura 18. Tincion fluorescente de flagelos de las cepas SDu3/pJA en presencia de IPTG (A) y SDu5 (B)

7.4.3.- Pasajes sucesivos de cepas SDu3/pBAy SDu3/pJA

Para determinar si las cepas SDu3/pBA y SDu3/pJA, capaces de sintetizar FliC, consiguen
ensamblar el flagelo al ser forzadas a sintetizar de forma abundante dicha proteina y luego de
varias generaciones, realizamos pasajes sucesivos en agar blando conteniendo ampicilina y un

gradiente de concentracion de arabinosa e IPTG, respectivamente.

Los primeros dos experimentos fueron hechos en placas de agar blando con gradiente de
concentracién de arabinosa (0 a 0,02%) e IPTG (0 a 0,05mM). Se sembraron 5 spots de cultivos
en fase estacionaria de las cepas SDu3/pBA y SDu3/pJA, de forma que la distancia entre un spot y
otro sea similar (enumerados del 1 al 5, ubicados a concentraciones crecientes de inductor). Cada
24 horas repicamos los spots a una nueva placa sembrandolos en la misma posicién para que

tengan una concentracion de inductor similar en cada pasaje.

La cepa SDu3/pBA luego de 10 pasajes, en ninguno de los experimentos consiguié revertir su

fenotipo aflagelado (Figura 19).
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Arabinosa
0.02% 0%

Figura 19. Ensayo de movilidad de cepa SDu3/pBA en agar con gradiente de
concentracion de Arabinosa, de derecha a izquierda, gradiente desde 0 hasta
0,02% de Arabinosa, spots 1 al 5. 10° Pasaje.

En el caso de la cepa SDu3/pJA, en el primer experimento, al cabo del octavo pasaje, el spot N°2
presenté un halo de movilidad. Se aislé e identific6 como SDu3/pJAmot+8. En el segundo
experimento, en el sexto pasaje de la cepa SDu3/pJA, el spot N°3 presentd un halo de movilidad.
Se la aisl6 e identific6 como SDu3/pJAmot+6 (Figura 20). Se repicaron los demas spots (1, 2,4y
5) y en el siguiente pasaje, 0 sea en el séptimo, el spot N°1 presenté movilidad, se aislo e

identific6 como SDu3/pJAmot+7.

IPTG
0,05mM < omM

Figura 20. Ensayo de movilidad de cepa SDu3/pJA en agar semisélido con gradiente de
IPTG, de derecha a izquierda, gradiente desde OmM hasta 0,05mM IPTG, spots 1 al 5. 6°
Pasaje. Se observa un halo de movilidad alrededor del spot N°3

Para el tercer experimento se volvio a transformar el plasmido pJF119EH portando el gen fliA en

SDu3. Los pasajes sucesivos se realizaron en agar blando con IPTG (0,025mM) y sin IPTG. En el
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séptimo pasaje, el spot sembrado en la placa con IPTG presenté un halo de movilidad. Esta cepa
revertiente fue aislada e identificada como SDu3/pJAmot+9. A estas cepas revertientes se les
realiz6 una tincion con anticuerpo fluorescente y se observd la formacion de flagelo en ellas

(Figura 21), notandose un fenotipo de hiperflagelacién.

Figura 21. Tincién fluorescente de flagelos de la cepa revertiente SDu3/pJAmot+9

7.5.- Andlisis comparativo de las secuencias completas de los operones flagelares

Se concreté una colaboraciéon con el Sanger Institute (Cambridge, UK) y se obtuvieron las
secuencias del genoma completo de los primeros 7 aislamientos en estudio (SDul-SDu7).
Comparamos las regiones flagelares y encontramos una delecién en el gen fliE. Al complementar
en trans una cepa aflagelada, con el gen fliE entero (de una cepa flagelada), recupera la

movilidad.

7.5.1.- Comparacion de la secuencia nucleotidica de laregion de genes flagelares

Comparamos las regiones flagelares (aproximadamente 60 kb) de los aislamientos flagelados y
aflagelados con la regién flagelar de un aislamiento flagelado disponible en la base de datos del
NCBI (Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin str. CT_02021853, numero de ref

NC_011205.1). Utilizamos la herramienta bioinformatica libre Bioedit, disponible en internet.

Observamos una sola diferencia entre las secuencias de las regiones flagelares de aislamientos
flagelados y aflagelados. En el gen fliE de los aislamientos aflagelados SDul a SDu3, detectamos
una delecién de 42 nucleétidos (correspondientes a 14 residuos aminoacidicos, del residuo 18 al
31) denominado en adelante fiIEA42 (Figura 22). Este gen, que en los aislamientos flagelados
tiene un tamafio de 315 pb (en adelante denominado fliE+), codifica para una proteina de 104 aa
gue forma parte del cuerpo basal del flagelo, integrando el sistema de secrecion tipo Il flagelar.

Interesantemente, se ha reportado que FIiE actuaria como un adaptador entre el anillo MS y el

54



Resultados

cilindro del cuerpo basal, y en mutantes fliE se ve afectada la secrecién de otros sustratos

flagelares (Minamino et al., 1999). Al ser una delecién de 42 nucleétidos, no se altera el marco de

lectura, pudiéndose eventualmente sintetizar una proteina 14 aminoacidos mas corta que la

salvaj

(Al

(B]

SOUCTA-104 - A
SOLA-90 Al
SDU2A1-90 Al
SDUH1-90 Al
SOUEA-104 Al
SOUE-104 Al
SOUTA-104 Al
SOUEN-104 Al

Figura 22. Alineamiento de la secuencia nucleotidica (A) y de aminoacidos (B) de FliE usando el software Bioedit.
SDu_CT corresponde a FIliE de la cepa S. Dublin CT_02021853 cuyo genoma completo se encuentra disponible en

e.
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f1iE_SDu5
f1iE_spul

f1iE_SDu CT
f1iF_sDu5
f1iE_spul

f1iE_SDu CT
£1iE_SDu5
£1iE_SDul

f1iE SDu CT
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f1iE SDu CT
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f1iE_SDul
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f1iE_SDu5
£1iE_SDul

ATGGCAGCAATACAGGGGATTGAAGGGGTTATTAGCCAGTTACAGGCGACGGCGATGGCC
ATGGCAGCAATACAGGGGATTGAAGGGGTTATTAGCCAGTTACAGGCGACGGCGATGGCC
ATGGCAGCAATACAGGGGATTGAAGGGGTTATTAGCCAGTTACAGGCGACGG————————

R R R R R I S I I b h b b I h I R E E I b b b E E b I b E b b b b i

GCGCGCGGGCAAGACACGCACTCGCAGTCGACGGTGAGTTTTGCCGGCCAGCTACATGCT
GCGCGCGGGCAAGACACGCACTCGCAGTCGACGGTGAGTTTTGCCGGCCAGCTACATGCT
—————————————————————————————————— TGAGTTTTGCCGGCCAGCTACATGCT

KKK KAKAKAKAKAKAAAAAA A A AN AN A A A KKK

GCGCTGGATCGTATTAGCGACAGACAGACGGCGGCGCGCGTTCAGGCGGAAAAATTCACT
GCGCTGGATCGTATTAGCGACAGACAGACGGCGGCGCGCGTTCAGGCGGAAAAATTCACT
GCGCTGGATCGTATTAGCGACAGACAGACGGCGGCGCGCGTTCAGGCGGAAAAATTCACT

KKK KR AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A KA A A A A A A AR AR AR AR KA KN KA K

CTGGGTGAGCCGGGCATTGCGCTTAATGACGTGATGGCCGATATGCAAAAAGCGTCCGTC
CTGGGTGAGCCGGGCATTGCGCTTAATGACGTGATGGCCGATATGCAAAAAGCGTCCGTC
CTGGGTGAGCCGGGCATTGCGCTTAATGACGTGATGGCCGATATGCAAAAAGCGTCCGTC

R Rk kb kb kb b b b bk bk bk b b b b b R Ik kb b R b

TCCATGCAAATGGGGATTCAGGTGCGCAACAAGCTGGTCGCCGCGTATCAGGAAGTGATG
TCCATGCAAATGGGGATTCAGGTGCGCAACAAGCTGGTCGCCGCGTATCAGGAAGTGATG
TCCATGCAAATGGGGATTCAGGTGCGCAACAAGCTGGTCGCCGCGTATCAGGAAGTGATG

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I

TCTATGCAGGTTTAA
TCTATGCAGGTTTAA
TCTATGCAGGTTTAA

R R R R R R

315
315
273

VRA
VRA
VRA
VRA
VRA
VRA
VRA
VRA

I I T I I I I I
< o e e e e e e

la base de datos de NCBI. Resaltado en amarillo la regién delecionada de 42 nucleétidos.
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180
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240
240
198

300
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258
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Analizando la secuencia de las proteinas FliE de diversas subespecies de Salmonella enterica,

incluyendo diversos serovares dentro de S. enterica subsp. enterica (Figura 23A), se observa que

la region delecionada en los aislamientos uruguayos de S. Dublin no flagelados corresponde a una

regiéon de relativamente baja homologia entre las diferentes proteinas analizadas. Lo mismo se

observa analizando la secuencia de FIiE de diversas especies bacterianas dentro de la familia

Enterobacteriaceae (Figura 23B)
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FliE_S Heidelberg

FliE S Typhimurium LT2

FliE S Typhimurium D23580
FliE_S Enteritidis_P125109
FliE_S Infantis

F1iE_S Dublin CT_02021853

FliE S Paratyphi A

FliE_S Newport

FliE_S Choleraesuis
FliE S Lubbock

F1iE S Typhi CT18

FliE_S enterica_subsp arizonae
FliE_S enterica_subsp houtenae
FliE S enterica subsp indica

FliE_S Heidelberg

FliE_S Typhimurium LT2

FliE S Typhimurium D23580

FliE S Enteritidis P125109
FliE_S Infantis

F1iE S Dublin CT 02021853

FliE S Paratyphi A
FliE S Newport

FliE_S Choleraesuis

FliE_S Lubbock

F1iE S Typhi CT18

FliE S enterica subsp arizonae
FliE_S enterica_subsp houtenae
FliE_S enterica_ subsp indica

(B]

Resultados

MAAIQGIEGVISQLQATAMAARGODTHSQSTVSFAGQLHAALDRISDRQA 50
MAAIQGIEGVISQLQATAMAARGODTHSQSTVSFAGQLHAALDRISDRQA 50
MAAIQGIEGVISQLQATAMAARGODTHSQSTVSFAGQLHAALDRISDRQA 50
MAAIQGIEGVISQLQATAMAARGODTHSQSTVSFAGQLHAALDRISDRQT 50
MAAIQGIEGVISQLQATAMAARGODTHSQSTVSFAGQLHAALDRISDRQT 50
MAAIQGIEGVISQLQATAMAARGODTHSQSTVSFAGQLHAALDRISDRQT 50
MAAIQGIEGVISQLQATAMAARGODTHSQSTVSFAGQLHAALDRISDRQT 50
MAAIQGIEGVISQLQATAMAASGQETHSQSTVSFAGQLHAALDRISDRQT 50
MAAIQGIEGVISQLQATAMAASGQETHSQSTVSFAGQLHAALDRISDRQT 50
MAAIQGIEGVISQLQATAMAASGQETHSQSTVSFAGQLHAALDRISDRQT 50
MAATIQGIEGGISQLQATAMAANGQETHSQSTVSFAGQLHAALDRISDRQT 50
MAAIQGIEGVISQLQATAVGARGQETQSQPTMSFAGQLHAALDRISDRQT 50
MAAIQGIEGVISQLQATAVAARGQETHSQPTVSFAGQLHAALDRISDRQT 50
MAAIQGIEGVISQLQATAVAARGQETHSQSTVSFAGQLHAALDRISDRQT 50

KhkAkkkhkhkhkhkkx KAhkkhkkkhkhkkke * Kkoekoekhk kekkkhkhkhkhkhkhkhkkhkrhkrhkkhko

AARVQAEKFTLGEPGIALNDVMADMOKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV
AARVQAEKFTLGEPGIALNDVMADMQOKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV
AARVQAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV
AARVQAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV
AARVOQAEKFTLGEPGIALNDVMADMOKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQOV
AARVOQAEKFTLGEPGIALNDVMADMOKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQOV
AARVQAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV
AARVQAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV
AARVQAEKFTLGEPGIALNDVMADMOKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMOV
AARVQAEKFTLGEPGIALNDVMVDMOKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV
AARVQAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAY QEVMSMOV
EARVQAEKFTLGEPGIALNDVMADMOKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV
EARVQAEKFTLGEPGIALNDVMADMQOKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQOV
EARVQAEKFTLGEPGIALNDVMADMQOKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQOV

Ak kkhkhhkhkrkhkhhkhkhkkhkrhkhkhkhkrkh hhkhkkhrkhhkhkhkrkhhkhkhkrkhkrhkhkrhkrhkhkhkkhkhkhkx

104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104

*  * e kkkkk + kkekoekoekokohkhkhkkhkokhkhkk ok Kk K

S.Weltevreden = —————- MAAIQGIEGVISQLQATAMAARGODTHS-QSTVSFAGQLHAALDRISDRQTAAR 53
S.Gallinarum -—————- MAAIQGIEGVISQLOATAMAARGODTHS-QSTVSFAGQLHAALDRISDRQTAAR 53
S.bublin —--——= MAAIQGIEGVISQLOATAMAARGODTHS-QSTVSFAGQLHAALDRISDRQTAAR 53
S.Typhimurium —————- MAAIQGIEGVISQLQATAMAARGODTHS-QSTVSFAGQLHAALDRISDRQAAAR 53
S.Typhi === MAAIQGIEGGISQLQATAMAANGQETHS-QSTVSFAGQLHAALDRISDRQTAAR 53
S.boydii == MSAIQGIEGVIIQLOATAMSARAQESLP-QPTISFAGQLHAALDRISDTQTAAR 53
E.coli === MSAIQGIEGVISQLQTTAMSARAQESLP-QPTISFAGQLHAALDRISDTQTAAR 53
S.boydiisb227 —--—-- MSAIQGIEGVISQLQATAMSARAQDSLP-QPTISFAGQLHAALDRISDTQTAAR 53
E.cloacae @ - MAIQGIEGVISQLQATAMTARNQONVAEQQPTISFAGQLHAALDRISDTQTAAR 53
Y.pestis = 0= MSVQGIEGVLQQLQVTALQASG-SAKTLPAEAGFASELKAAIGKISENQQVAR 52
M.morganii = ——-———- MTIQAIEGVVSQLNVTAAQAASQTKPV-VDAPGFGDHLISAVNEINTTRVNSA 52
P.mirabilis MINAEVYMSIPAIESVLDKMQIQTLQASNIAKPQ-PVQAGFATQLVQAVGKINETRVNAT 59
* * . ... . * * * * . * . .
S.Weltevreden VOAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV 104
S.Gallinarum VOAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV 104
S.Dublin VOAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV 104
S.Typhimurium VOAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV 104
S.Typhi VOAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV 104
S.boydii TQAEKFTLSEPGVALNDVMTDMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV 104
E.coli TQAEKFTLGEPGVALNDVMTDMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV 104
S.boydiisb227 TQAEKFTLGEPGVALNDVMTDMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV 104
E.cloacae TQAEKFTLGEPGVALNDVMTDLQKASVSLOMGIQVRNKLVSAYQEVMGMQV 104
Y.pestis TSAQNFELGVPGVGLNDVMVNAQKSSVSLQOLGIQVRNKLVAAYQEVMNMGV 103
M.morganii KKVEDFTLGKADISLNDVMVDMQKASLSLOMGIQVRNKLVAAYQEIMSMPV 103
P.mirabilis NKVQAFTLGTPGVELNDVMVDMQKSSISLOMGVQVRNKLVAAYQEIMSMQV 110

Figura 23 Alineamiento de secuencias aminoacidicas de FlIE de Salmonella enterica (A) o de diversas
especies bacterianas dentro de las enterobacterias (B). S. boydii: Sigella boydii, E. coli: Escherichia coli, E.
cloacae: Enterobacter cloacae, Y. pestis: Yersinia pestis, M. Morganii: Morganella morganii, P. mirabilis:
Proteus mirabilis. En amarillo se resalta la region delecionada en los aislamientos uruguayos aflagelados de

S. Dublin.

7.5.2.- Screening de fliIEA42 por PCR en ultimos aislamientos clinicos obtenidos

Durante el desarrollo del presente trabajo se obtuvieron 3 aislamientos nuevos de S. Dublin de
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origen clinico, aislados durante el afio 2011, denominados SDu8, SDu9 y SDul0. De estos
aislamientos, Unicamente SDu9 no presentaba movilidad (tabla 1). Ademas, por analisis de
western blotting de extractos totales proteicos, se observé ausencia de FIiC en la cepa SDu9
(datos no mostrados). Para corroborar si existia la misma delecion en fliE, disefiamos cebadores
gue hibridan a ambos lados de la delecién para detectarla por PCR (Figura 24). Como controles
utilizamos las cepas SDu3 y SDu5. El tamafio del producto amplificado es de 77 pb, en el caso del

gen fliEA42, 0 119 pb, en el caso del gen completo.

En los 2 aislamientos méviles (SDu8 y SDul0) se observé una banda de un poco mas de 100 pb,
del mismo tamafio que la observada en SDu5, correspondiente al gen fliE+. En el aislamiento no-
movil (SDu9) se observé una banda menor de 100 pb de tamafio similar a la observada en SDu3,

correspondiente a fliIEA42.

12 345

Figura 24. PCR para deteccion del tamafio de fliE. Cepas
SDu3 (Carril 1), SDu5 (Carril 2), SDu8 (Carril 3), SDu9
(Carril 4), SDu10 (Carril 5).

Estos resultados indican que en el nuevo aislamiento clinico aflagelado obtenido de S. Dublin,
existe una delecién similar en el gen fliE a la observada en los aislamientos aflagelados obtenidos
varios afios atras, la cual sea probablemente la causa de su ausencia de flagelo. Ademas,
sugieren que en los aislamientos aflagelados se estaria sintetizando una proteina FIIE de menor
tamafio que no permitiria terminar de formar el cuerpo basal del flagelo o que, a pesar de formarse
el cuerpo basal, no permitiria una correcta secrecion de FigM.
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7.5.3.- Complementacion de SDu3 con fliE de SDu5

Para constatar que la delecion de 42 nucleétidos en el gen fliE de los aislamientos aflagelados sea
la causa de dicho fenotipo, complementamos en trans una cepa aflagelada con el gen fliE entero
de una cepa flagelada y probamos su movilidad en agar blando.

Para ésto, procedimos de la misma forma que en la complementacién con fliA. Amplificamos por
PCR el gen fliE del ADN gendémico de SDub5, lo clonamos en los plasmidos pBAD22 y pJF119EH
(vectores de expresion, inducibles por arabinosa e IPTG, respectivamente) y los transformamos en
SDu3. En adelante se las llamaran SDu3/pBE (SDu3 transformada con pBE) y SDu3/pJE (SDu3
transformada con pJE). Como control también se transformaron los plasmidos vacios en SDu3 y

SDu5 (SDU3/pBAD, SDUS/pBAD, SDU3/pJF y SDU5/pJF).

Realizamos estudios de movilidad en agar blando sin inductor, con inductor en diferentes
concentraciones (a las cepas SDu3/pBE y SDu3/pJE) y con Glucosa, inhibidor de la expresion del
gen clonado en el plasmido (a la cepa SDu3/pBE). Observamos que ambas cepas recuperaron la
movilidad de forma inmediata, la cual aumenta conforme aumenta la concentracion de inductor
(Figura 25). En el caso de SDu3/pBE, la movilidad en presencia de glucosa es igual a la movilidad
sin inductor (6mm). Con la cepa SDu3/pJE el resultado fue similar, es decir, la movilidad fue

dependiente de la concentracion de inductor (datos no mostrados).
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Figura 25. Ensayo de movilidad a diferentes concentraciones de inductor, cepas SDu3/pBE,
SDu3/pBAD y SDu5/pBAD

Estos resultados confirman que la delecién en fliE es la causa de la falta de flagelo en los

58



Resultados

aislamientos clinicos no maviles de S. Dublin. Para determinar si el cuerpo basal no se termina de
ensamblar por la falta de incorporaciéon de la proteina FliE, o si éste se ensambla con la proteina
FIiE delecionada, la cual carece de funcionalidad en el proceso de secrecién de los productos
flagelares, se necesitarian otros estudios mas especificos, como por ejemplo determinacién de la
localizacion de FIiE por microscopia de inmunofluorescencia. En cualquier caso, se puede concluir
que en las cepas portadoras del gen fliEA42, la secrecién de productos flagelares a través del
sistema de secrecion tipo Ill flagelar estd afectada, no realizandose de manera correcta la
secrecion de FIgM (y en consecuencia permaneciendo silenciados todos los genes de clase 3), y
tampoco la secrecién del resto de los productos flagelares (dado que, aunque se libere la
inhibicién de FIliA por sobreproduccion de la misma, la cepa se mantiene aflagelada, debido a que
a pesar de que los genes de clase 3 se estan produciendo, no pueden secretarse a traves del

SST3 flagelar, y en consecuencia no se puede ensamblar el flagelo).

7.5.4.- Evaluacion de la capacidad inflamatoria de la cepa SDu3 complementada con fliE+
Para analizar si la cepa complementada SDu3/pJE presentaba capacidad proinflamatoria in vivo
similar a la observada en SDu5 realizamos ensayos de infecciéon en el modelo de colitis en ratén.
Primero se transformé el plasmido pJE en la cepa SDu3 resistente a estreptomicina y se verifico la
reversion del fenotipo inmovil. Ademas, se constat6 que incluso en ausencia de inductor, el escape
basal del promotor era suficiente para permitir movilidad a la cepa. Se hicieron estudios de
estabilidad plasmidica in vitro (crecimiento por varias generaciones en LB sin ampicilina, que es el
antibiético que selecciona la presencia del plasmido pJE) y el plasmido no se perdia (datos no
mostrados). Una vez verificado esto, se infectaron ratones previamente tratados con
estreptomicina con la cepa SDu3 str® pJE y analizamos la expresién en ciego de genes
proinflamatorios IL17, IFN-y, TNF-a y CXCL1, y péptidos antimicrobianos Lcn2 y S100A9. Como
controles se utilizaron las cepas SDu3 y SDub, y ratones no infectados.

Como se observa en la figura 26, los niveles alcanzados en los ciegos infectados por la cepa
SDu3/pJE de los diferentes genes proinflamatorios y de péptidos antimicrobianos son mayores a
los alcanzados en los infectados con la cepa aflagelada SDu3, llegando a ser similares, e incluso
mayores, a los alcanzados en los infectados con la cepa flagelada SDu5. Esto indica que la

respuesta proinflamatoria disminuida, observada al infectar con SDu3, se debe a la presencia del
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gen fliE delecionado y por lo tanto a la ausencia de flagelo
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Figura 26. Variacion de los niveles de ARNm a las 24 hs p.i. en la mucosa de ciego de ratones infectados con
S. Dublin, determinado por qRT-PCR. Los valores se expresan en cambio de niveles de ARNm de los genes
indicados, comparados con los niveles en ratones no infectados. Resultados de un experimento con grupos
de 3 ratones.

7.5.5.- Anédlisis de la secuencia nucleotidica de fliE de SDu3/pJA mot+

Para determinar como pudo ensamblarse el flagelo en las cepas SDu3 sobreexpresando fliA que

60



Resultados

revirtieron el fenotipo aflagelado luego de varios pasajes en agar de movilidad, luego de corroborar
gue una delecion en fliE es la causante de dicho fenotipo, analizamos la secuencia nucleotidica de
este gen en las cepas SDu3/pJAmot+6, SDu3/pJAmot+7, SDu3/pJAmot+8 y SDu3/pJAmot+9.

Al realizar la PCR para detectar la delecion y separar el producto obtenido por electroforesis en un
gel de agarosa, observamos que fliE de las cepas revertientes tenian un tamafio similar al tamafio

de fliE+ (SDu5) (Datos no mostrados).

Comparando las secuencias de fliE obtenidas, con las secuencias de SDu3 y SDu5, encontramos
que fliE de todas las cepas SDu3 complementadas con fliA revertientes en su movilidad,
presentaban fragmentos repetidos de secuencias de 21 o 30 nucleétidos en diferentes patrones
haciendo que el tamafio del gen se pareciera al gen entero salvaje (Figura 27). Las secuencias
nucleotidicas de fliE de SDu3/pJAmot+6 y SDu3/pJAmot+8 resultaron idénticas entre si, mientras
que las de SDu3/pJAmot+7 y SDu3/pJAmot+9 resultaron muy parecidas entre si y parecidas a las
de SDu3/pJAmot+6 y SDu3/pJAmot+8. Estas repeticiones de secuencia no alteran el marco de
lectura ni insertan un codén stop, lo que sugiere que codificarian para una proteina funcional de
tamafio similar al salvaje (100 y 107 aa comparado con 104 de la salvaje) que se insertaria en el

cuerpo basal y permitiria continuar con el ensamblado del flagelo.

A
£1£E5 ATGGCAGCAATACAGGGGATTGAAGGG——————————————————=—— GTTATTAGCCAGTTACAG 45
f1iE3JA+6 ATGGCAGCARTACACCECATTCARCEECCAATACACCCCATTCARCGECT TATTAGCCACITACAE 66
£1iE3JA+7 ATGGCAGCAATACAGGGGATTGAAGGG-———————————————————~— GTTATTAGCEAGTTACAG 45
f1iE3JA+8 ATGGCAGCAATACAGGCCATTGAAGGGCCAATACAGGGGATTGAAGGGGTTATTAGCCAGTTACAG 66
f1iE3JA+9 ATGGCAGCAATACAGGGGATTGAAGGG-————=——=——=——=—————— GTTATTAGCCAGTTACAG 45
R R I I o R R i R I
f1iES GCGACGGCGATGGCCGCGCGCGGGCARGACACGCACTCGCAGTCGACGGTGAGTTTTGCCGGCCAGCTACAT 117
f1iE3JA+6 GCGACGGTGAGTTTTGCCGGCCAGTTACAGGCGACGG-——————————— ECAGTTTIGCCCEECAGCTACAT 126
£1iE3JA+7 GCGACGGTGAGTTTTGCCGGCCAGTTACAGGCGACGG———————————— TCAGTTTTGCCCEECAGCTACAT 105
f1iE3JA+8 GCGACGGTGAGTTTTGCCGGCCAGTTACAGGCGACGG-—————————== TEAGTTTIGCCCEECAGCTACAT 126
f1iE3JA+9 GCGACGGTGAGTTTTGCCGGCCAGCTACATHOEROEE—------—--- TGAGTTTTGCCGGCCAGCTACAT 105
kAKX KkKkKkKk kK K’k Kk kK * * K * * R R R I I I R S
f1iES GCTGCGCTGGATCGTATTAGCGACAGACAGACGGCGGCGCGCGTTCAGGCGGAAAAATTCACTCTGGGTG 187
f1iE3JA+6 GCTGCGCTGGATCGTATTAGCGACAGACAGACGGCGGCGCGCGTTCAGGCGGAAAAATTCACTCTGGGTG 196
f1iE3JA+7 GCTGCGCTGGATCGTATTAGCGACAGACAGACGGCGGCGCGCGTTCAGGCGGAAAAATTCACTCTGGGTG 175
f1iE3JA+8 GCTGCGCTGGATCGTATTAGCGACAGACAGACGGCGGCGCGCGTTCAGGCGGAAAAATTCACTCTGGGTG 196
£1iE3JA+9 GCTGCGCTGGATCGTATTAGCGACAGACAGACGGCGGCGCGCGTTCAGGCGGAAAAATTCACTCTGGGTG 175
ok kA hhkhk kA Ak hk kA hkhkhkhk Ak hk kA Ak hk kA Ak hk kA hhk kA hk kA Ak hk kv hkdkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkrkkkxx
£1iES5 AGCCGGGCATTGCGCTTAATGACGTGATGGCCGATATGCARAAAGCGTCCGTCTCCATGCARATGGGG 255
f1iE3JA+6 AGCCGGGCATTGCGCTTAATGACGTGATGGCCGATATGCARAAAGCGTCCGTCTCCATGCARATGGGG 264
f1iE3JA+7 AGCCGGGCATTGCGCTTAATGACGTGATGGCCGATATGCAAAAAGCGTCCGTCTCCATGCAAATGGGG 243
f1iE3JA+8 AGCCGGGCATTGCGCTTAATGACGTGATGGCCGATATGCARAAAGCGTCCGTCTCCATGCARATGGGG 264
f1iE3JA+9 AGCCGGGCATTGCGCTTAATGACGTGATGGCCGATATGCARRAAGCGTCCGTCTCCATGCARATGGGG 243
KA AR A A A AR AR A A AR A A A A KR A AR KRR A AR KA AR KA A A AR KA AR KA AR KA A AR I AR AR I A A A A AR Ak K
f1iES5 ATTCAGGTGCGCAACAAGCTGGTCGCCGCGTATCAGGAAGTGATGTCTATGCAGGTTTAA 315
f1iE3JA+6 ATTCAGGTGCGCAACAAGCTGGTCGCCGCGTATCAGGAAGTGATGTCTATGCAGGTTTAR 324
f1iE3JA+7 ATTCAGGTGCGCAACAAGCTGGTCGCCGCGTATCAGGAAGTGATGTCTATGCAGGTTTAR 303
f1iE3JA+8 ATTCAGGTGCGCAACAAGCTGGTCGCCGCGTATCAGGAAGTGATGTCTATGCAGGTTTAA 324
£1iE3JA+9 ATTCAGGTGCGCAACAAGCTGGTCGCCGCGTATCAGGAAGTGATGTCTATGCAGGTTTAR 303
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MAAIQGIEGAIQGIEGVISQLOATVSFAG----QLOATVSFAGOLHAALDRISDRQTAAR
MAAIQGIEG--—-——-— VISQLOATVSFAG----QLOATVSFAGOLHAALDRISDRQTAAR
MAAIQGIEG--———--- VISQLOATVSEFAGOLH---—| ALDRISDRQTAAR
MAAIQGIEG--——-—--- VISQLOQATVSFAG-—----—————-—--— QLHAALDRISDRQTAAR
MAAIQGIEG--——-—--- VISQLQATAMAARGODTHSQSTVSFAGQLHAALDRISDRQTAAR
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VOAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV 107
VOAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV 100
VOAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV 100
VOAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV 90
VOAEKFTLGEPGIALNDVMADMQKASVSMOMGIQVRNKLVAAYQEVMSMQV 104
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Figura 27. (A) Alineamiento de la secuencia nucleotidica de los genes fliE de SDu5 y cepas SDu3 revertientes.
(B) Alineamiento de secuencia de aminoacidos de proteina FIIE de SDu3, SDu5 y de las cepas revertientes. En
ambos alineamientos, el fragmento resaltado en amarillo corresponde a la deleciéon de 42 nucledtidos, el
fragmento resaltado en celeste es el duplicado del fragmento azul, los fragmentos resaltados en rojo son
duplicados de los fragmentos naranja, el fragmento resaltado en verde claro es duplicado del fragmento
resaltado en verde oscuro.

7.6.- Anadlisis de la movilidad en aislamientos de S. Dublin obtenidos de ganado bovino

Luego de elucidar la causa de la ausencia de flagelo en los aislamientos clinicos de S. Dublin,

analizamos el fenotipo de movilidad en aislamientos obtenidos de bovinos, el hospedero natural de

este serovar. Contamos con una coleccién de 15 aislamientos identificados como SDuG1 a

SDuG15 (Tablas 2 y 6) disponibles en el CNS y aislados entre los afios 1995 y 2004.

7.6.1.- Estudio de la movilidad de aislamientos S. Dublin de ganado bovino

Primeramente analizamos la movilidad en agar blando de los 15 aislamientos obtenidos de ganado
bovino. Encontramos una elevada proporcién de cepas carentes de movilidad, dado que 10 de
ellos (66,7%) resultaron no moviles (Figura 28).

Tabla 6. Movilidad de los aislamientos obtenidos de ganado bovino

Aislamiento | Cepa Movilidad
75/95 SDuG1 +
56/96 SDuG2 -
57/96 SDuG3 -
69/96 SDuG4 +
72/96 SDuG5 -
73/96 SDuG6 -
74/96 SDuG7 -
75/96 SDuG8 -
76/96 SDuG9 -
79/98 SDuG10 | -
210/00 SDuG11 | +
73/04 SDuG12 | -
74/04 SDuG13 | +
75/04 SDuG14 | +
99/04 SDuG15 | -
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Figura 28. Ensayo de movilidad de los 15 aislamientos S. Dublin
obtenidos de ganado bovino. Se utiliz6 un mutante SDu5 con el gen fliC
silenciado (fliC::kan®) como control negativo.

7.6.2.- Screening de fliEA42 en aislamientos no méviles de ganado bovino

Resultados

Con el objetivo de determinar si en los aislamientos inméviles derivados de bovinos, fliE presenta

una delecion similar a la encontrada en fliEA42 de los aislamientos obtenidos de humanos,

realizamos una busqueda de la misma por PCR, de la forma descrita en el apartado 4.5.2. (Figura

29). Encontramos que 4 de los 10 aislamientos inméviles (SDuG2, SDuG3, SDuG6 y SDuG7)

presentaban una delecion de un tamafio similar a la encontrada en los aislamientos humanos.

Ademas, observamos que las bandas correspondientes a los productos de PCR de los otros 6

aislamientos, tenian un tamafio similar a la del control positivo SDu5, lo que corrobora que no se

encuentra esta delecién, aunque no confirma que fliE sea idéntico en estas cepas. Este resultado

se deberia haber confirmado, mediante analisis de la secuencia nucleotidica de fliE de dichas

cepas.

Movilidad

Cepa

200pb

100pb

123456 7 89 10111213141516 17

R e T i

<«——fliE +
<+——fliEA42

Figura 29. PCR para fliE de S. Dublin aisladas de ganado bovino. Carriles 1 — 15: SDuG1 - SDuG15, carril 16:
SDu5 (fliE+), 17: SDu3 (fliEA42). + cepas moviles, — cepas no moviles.
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Estos resultados sugieren que una delecion en fliE similar a la encontrada en fliIEA42 en las cepas
SDuG2, SDuG3, SDuG6 y SDuG7, podria ser la causa del fenotipo inmovil. Ademas encontramos
cepas carentes de movilidad que no presentan dicha delecién, lo que indica que hay otros

mecanismos que determinan un fenotipo inmavil en estos aislamientos.

7.6.3.- Analisis de sintesis y localizacion de FIiC en aislamientos no méviles de ganado
bovino

Para determinar si el fenotipo inmévil estaba causado por ausencia de FliC o por la presencia de
un flagelo no funcional, realizamos analisis de Western blotting de extractos proteicos celulares y
de superficie. Observamos que en los 4 aislamientos inmdviles que presentan una delecion en fliE
similar a la encontrada en fliIEA42 no se detecta FIiC en los extractos celulares de proteinas
(Figura 30, carriles 1 al 4), lo que indica que carecen de flagelo como era de esperar. Ademas,
observamos que, de los 6 aislamientos inmoviles que presentan un tamafio de fliE similar al
salvaje, en 3 no se detecta FliC en los extractos de proteinas celulares (Figura 30, carriles 5, 6 y
7), mientras que en los otros 3 aislamientos, si se detecta FIiC (Figura 30, carriles 8, 9 y 10) y

también en extractos de proteinas de superficie (Figura 31, carriles 1, 2 'y 3).

MWM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
fliIEA42 fliE+

TOKDE | o e e sl s w— — —— = DnaK

56 KDa —— = FIiC

36KDa ——

Figura 30. Andlisis de western blotting (usando anticuerpos especificos contra FliC) de extractos
proteicos celulares de S. Dublin no mdviles aisladas de ganado. Carriles 1: SDuG2, 2: SDuG3, 3:
SDuGS6, 4: SDuG7, 5: SDuG5, 6: SDuG8, 7: SDuG9, 8: SDuG10, 9: SDuG12, 10: SDuG15.
Control FliC+ (Carril 11), FIiC- (Carril 12). Control de carga: DnaK. Se indica con un recuadro rojo
las cepas que presentan la delecién en fliE y en azul las que presentan fliE con tamafio similar al
gen salvaje.
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MWM 1 2 3 4 5

36KDa ——

Figura 31. Andlisis de western blotting (usando anticuerpos especificos contra FliC) de extractos proteicos de
superficie de S. Dublin no moéviles aisladas de bovinos, que sintetizan FliC. Carriles 1: SDuG10, 2: SDuG12,
3: SDuG15, 4: Control FliC+, 5: FliC-. Se muestra a la izquierda el marcador de peso molecular en kDa.

Estos resultados demuestran que la presencia de la delecion en fliIE no es exclusiva de
aislamientos humanos de S. Dublin, sino que también se encuentra en aislamientos provenientes
de muestras alimentarias, en las cuales también generan un fenotipo de ausencia de produccién
de flagelina. Ademas, indican que existen otros mecanismos que resultan en un fenotipo
aflagelado, distintos a la presencia de deleciones en fliE, y que existen también cepas que si bien
producen flagelina, carecen de movilidad, probablemente debido a otros defectos en genes
flagelares (quiza se esté ensamblando un flagelo no funcional, que carece de rotaciéon debido a

alteraciones en las proteinas motoras).
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8.- DISCUSION

8.1.- El flagelo en Salmonella enterica serovar Dublin

El flagelo bacteriano ha sido clasicamente considerado como un importante factor de virulencia
porque confiere movilidad a la bacteria para trasladarse a medios mas favorables y colonizar
tejidos de los hospederos. Mas recientemente, se ha demostrado que el flagelo también participa
en otros procesos como adhesién, formacion de biofilms y modulacién de los sistemas inmune
innato y adaptativo (Duan et al., 2013). La flagelina, codificada por el gen fliC y principal
componente estructural del flagelo, es una de las moléculas bacterianas reconocidas por el
sistema inmune innato. Este proceso ocurre a través de la union a receptores de reconocimiento
de patrones como TLR5 y Naip5 en conjunto con NLRC4 (Hayashi et al., 2001; Gewirtz et al.,
2001; Winter et al., 2009; Miao et al., 2010). En el caso de Salmonella Typhimurium, se ha
demostrado que el flagelo y la quimiotaxis son esenciales para generar una respuesta inflamatoria
eficiente a nivel intestinal en el modelo murino de colitis, en gran medida por proveer de movilidad
a las bacterias (Stecher et al., 2004). Asimismo, se ha demostrado que un mutante de S.
Typhimurium deficiente en flgM, que sobreproduce flagelina de manera constitutiva, resultd
atenuado en el modelo murino (Schmitt et al., 1994). Mas recientemente, se reportd que estas
cepas mutantes de S. Typhimurium que sobreexpresan fliC, son atenuadas debido al
reconocimiento de flagelina por el sistema inmune innato (Lai et al., 2013). Por otra parte, Winter y
col (2009) reportaron que el reconocimiento de la flagelina de S. Typhimurium por los receptores
de la inmunidad innata contribuye a iniciar respuestas inflamatorias en la mucosa del ileon en
bovinos, pero no en ratones. Finalmente, la flagelina de Salmonella constituye un potente antigeno
generador de respuesta adaptativa tanto celular como humoral.

Todos estos datos indican que, si bien el flagelo actia como un factor de virulencia también puede
tener un rol negativo para la bacteria durante el proceso de infecciéon de los tejidos del hospedero,
dado que el reconocimiento por parte del sistema inmune innato desencadena una fuerte
respuesta inflamatoria destinada a eliminar el patégeno infectante. De hecho, se ha reportado que
la expresion de fliC en S. Typhimurium durante la infecciobn de ratones esta anatdmicamente
restringida a la fase intestinal de la infeccion cuando las bacterias invaden las placas de Peyer,
pero se reprime una vez que S. Typhimurium se encuentra en los nédulos mesentéricos y en los

organos internos como el bazo (Cummings et al., 2006).
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Esta generalmente aceptado que una respuesta inflamatoria aguda a nivel de la mucosa intestinal
caracterizada por un importante influjo de neutréfilos, induccion de citoquinas, quemoquinas y
péptidos antimicrobianos, contribuye a mantener la infeccion localizada impidiendo que se
produzca diseminacion bacteriana mas alla del tracto gastrointestinal (Wangdi et al. 2012). En este
sentido, a diferencia de los serovares no tifoideos que generan una gastroenteritis localizada, las
infecciones por serovares restringidos a hospedero que causan infecciones invasivas, como Typhi
o Gallinarum, cursan con nula o escasa inflamacion intestinal en la fase aguda de la infeccion
(Santos et al., 2009, Raffatelu et al., 2008). Asimismo, Raffatellu et al (2008) reportaron en simios,
un modelo experimental similar al hospedero humano, que la deficiencia en la respuesta de tipo
TH17 en la mucosa de ileon debida a la infeccion por el virus de inmunodeficiencia de simios
(SIV), rinde a los animales mas susceptibles a la infeccidon sistémica por parte de S. Typhimurium
que simios no infectados. Esta mayor susceptibilidad se correlacion6 con menores respuestas de
citoquinas y péptidos antimicrobianos a nivel del ileon, incluyendo IL17, IL22, IL8, Mip3a (CCL20)
y Len2, lo que favorecia una mayor diseminacion bacteriana a sitios sistémicos (Raffatellu et al.,
2008).

A su vez, esta descrita en los serovares de hospedero restringido Typhi (exclusivo de humanos) y
Gallinarum (exclusivo de aves), la represion de la expresion de flagelo en la fase intestinal para el
caso de Typhi y la ausencia de flagelo para el caso de Gallinarum. En este sentido, De Freitas
Neto et al demostraron que una cepa de S. Gallinarum modificada genéticamente para expresar
flagelo, generé cambios patoldgicos inflamatorios en intestino de aves y resulté menos patogénica
que la parental naturalmente aflagelada (De Freitas Neto et al.,, 2013). Es interesante destacar
también que el estudio de un conjunto de cepas de S. Typhimurium pertenecientes al genotipo de
MLST ST313, secuenciotipo que emergid recientemente en Africa subsahariana y presenta niveles
inusualmente elevados de invasividad comparado con el secuenciotipo ST19 (el tipo circulante en
el resto del mundo y de baja invasividad), revel6 en los primeros una menor produccion de
flagelina y menor actividad proinflamatoria que en los segundos (Ramachandran et al., 2015).

En otras especies bacterianas patdgenas se han descrito también mecanismos de represion del
flagelo cuando infectan al hospedero. Tal es el caso del género Yersinia, bacteria que o bien
reprime la expresion del flagelo a 37°C, temperatura encontrada en los tejidos de sus hospederos

mamiferos (Yersinia enterocolitica y Yersinia pseudotuberculosis), o bien ha perdido

67



Discusién

permanentemente la capacidad de expresarlo debido a mutaciones (Yersinia pestis) (Minnich and
Rohde, 2007). El blogueo en la sintesis del flagelo en el caso de Yersinia enteropatogénica se
debe a la inhibicion de la expresién del factor sigma flagelar fliA, generando la represion de los
genes estructurales del flagelo cuya transcripcién depende de dicho factor sigma. Por su lado, Y.
pestis porta numerosas mutaciones en genes flagelares, incluyendo una mutacién que genera un
cambio en el marco de lectura del gen flhD, componente del regulador maestro de todos los
operones flagelares. Minnich y Rohde sugieren que la represion de la flagelina en el entorno del
hospedero podria ser crucial para el éxito de la infeccion por parte de Yersinia, dado que esta
proteina es un potente inductor de la inmunidad innata. Ademas, tal como se describié para
Salmonella Typhimurium, la expresion artificial de fleB (gen que codifica para flagelina) en Y.
enterocolitica atenla completamente su virulencia en el modelo murino, apoyando la hipotesis de
que la movilidad podria ser una funcién no esencial en el hospedero mamifero.

A pesar de que a nivel mundial es reportado con un elevado indice de invasividad, en pocos
trabajos se aborda el estudio especifico de S. enterica serotipo Dublin como agente de ETA en
humanos y de sus propiedades patogénicas. Ademas, la inmensa mayoria de los trabajos que
abordan el estudio del rol del flagelo como factor de virulencia y modulador del sistema inmune en
Salmonella, estan realizados con cepas del serovar Typhimurium, en muchos casos manipuladas
genéticamente para anular o bien aumentar la expresion de genes flagelares, pero muy poco se
ha reportado sobre aislamientos naturales que porten alteraciones a nivel del sistema flagelar.

En la presente tesis, reportamos una elevada frecuencia de cepas aflageladas pertenecientes al
serovar Dublin, un serotipo adaptado al hospedero bovino pero capaz de infectar humanos con
una inusual invasividad para tratarse de un serovar no tifoideo. Remarcablemente, dichas cepas
aflageladas se aislaron a lo largo de diferentes periodos de tiempo y provenian de diversos
origenes. De los 10 aislamientos de S. Dublin de origen humano disponibles en las colecciones del
CNS y del Departamento de Laboratorios del MSP, 4 mostraron ausencia de flagelo y
consecuentemente de movilidad. Por otro lado, de los 15 aislamientos de origen bovino
disponibles, 10 demostraron ausencia de movilidad, de los cuales 7 carecian de flagelina en
extractos de proteinas totales. Considerando todos los aislamientos utilizados en este trabajo en
su conjunto, concluimos que 11 de un total de 25 (44%) presentan un fenotipo de ausencia de

flagelo, lo cual indica una elevada frecuencia de cepas aflageladas en este serovar. En trabajos
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previos de nuestro grupo, en los cuales se analizé la movilidad en una coleccion de 266
aislamientos de Salmonella enterica serovar Enteritidis, un serotipo estrechamente relacionado al
serotipo Dublin a nivel filogenético pero sin embargo altamente prevalente en humanos y un indice
de invasividad muy bajo, se encontrd que un 27% de los mismos eran no mdéviles, pero dentro de
este porcentaje se encontraban numerosas cepas portadoras de flagelos paralizados, por tanto la
proporcién de cepas carentes de flagelo en el serovar Enteritidis es sensiblemente menor que en
el serovar Dublin (Yim et al., 2011).

Los aislamientos aflagelados del serovar Dublin reportados en esta tesis presentan la férmula
antigénica 9,12:-:-, a diferencia de las cepas flageladas de S. Dublin que poseen la féormula 1,9,12
[Vil:g,p:-. Sin embargo, los asignamos a este serotipo dado que presentan la secuencia de la
region hipervariable del gen fliC idéntica a la de las cepas de S. Dublin disponibles en la base de
datos de GenBank y pertenecen al mismo secuenciotipo (ST10) que la mayoria de los
aislamientos de S. Dublin a nivel mundial cuando se analizadan por Multilocus Sequence Typing
(MLST). Finalmente, la secuencia completa de los genomas de los aislamientos aflagelados
confirmd su pertenencia al serovar Dublin.

El fenotipo aflagelado en S. Dublin no parece ser un fenémeno aislado de las cepas circulantes en
nuestro pais. Selander y colaboradores reportaron que 113 aislamientos de 114 recuperados de
ganado bovino y suino en Estados Unidos entre 1988 y 1989 poseian la férmula antigénica
1,9,12:-:-, y se les asigno al serovar Dublin en base a andlisis de multi locus enzimético por
electroforesis (Multi Locus Enzyme Electrophoresis, MLEE) (Selander et al., 1992). Asimismo,
Franklin y col. reportaron que 5 aislamientos con la férmula 1,9,12:-:- recuperados a partir de
ganado bovino en Suecia fueron identificados como serotipo Dublin en base a sus perfiles de
restriccion plasmidica (Franklin et al., 1990). Una posible limitacién a la identificacion de cepas de
Salmonella enterica pertenecientes al serovar Dublin carentes de flagelo es justamente que la
definicién de serovar se basa en las propiedades antigénicas de la cepa, tanto de los antigenos
sométicos como los flagelares. Por tanto a nivel mundial, a un aislamiento de Salmonella que
presente la féormula 1,9,12:-:- se le asignaria el serotipo Gallinarum, o en caso de derivar de un
hospedero no aviar se le asignaria el serotipo 1,9,12:-:-, pero no necesariamente se las
identificaria como serotipo Dublin.

Considerando todos estos datos, podemos sugerir que el flagelo no desempefia un rol esencial en

69



Discusién

el ciclo de infeccién de S. Dublin. En concordancia con esto, Olsen y colaboradores reportaron,
usando un mutante portando el gen fliC inactivado por un transposon, que el flagelo ejerce un rol
despreciable para la supervivencia extra-animal de S. Dublin, una caracteristica considerada
importante para el caso de patdgenos zoonéticos (Olsen et al., 2012).

Basados en estos resultados, podemos especular que el aparato flagelar en este serovar podria
estar sufriendo un proceso de pérdida, de manera similar a lo ocurrido en el serovar Gallinarum, tal
vez debido a que su funcién no seria esencial para procesos infecciosos, 0 su ausencia seria
ventajosa bajo circunstancias especificas.

Es importante destacar que el fenotipo aflagelado observado en los aislamientos de S. Dublin
estudiados en este trabajo fue irreversible en agar semisélido y se mantuvo durante la interaccion
con células epiteliales en cultivo y con los tejidos del hospedero, sugiriendo que en la naturaleza
dicho fenotipo dificilmente revierta de forma espontanea. De hecho, nuestros resultados
demuestran que fue necesario sobreexpresar de forma artificial el gen que codifica para el factor
Sigma flagelar (y en consecuencia todos los genes de clase 3 regulados por éste), y combinar esta
propiedad con sucesivos pasajes en un medio que fuerza a las bacterias a expresar el fenotipo de

movilidad, para lograr la reversion del fenotipo inmovil.

8.2.- Respuesta inflamatoria intestinal generada por aislamientos de S. Dublin flagelados y
no flagelados

En trabajos previos de nuestro grupo se habia demostrado que los aislamientos clinicos no
moviles de S. Dublin generaban una respuesta pro-inflamatoria significativamente menor que
aquéllos maoviles en células epiteliales intestinales humanas en cultivo, probablemente debido a la
ausencia de flagelina (Sasias et al., 2010). Asimismo, de la coleccién de aislamientos clinicos
disponible en este trabajo, todos aquellos aflagelados (SDul-3 y SDu9), derivaron de infecciones
invasivas (hemocultivos), mientras que los aislados de casos de gastroenteritis (coprocultivos) u
orina (cuyo origen puede derivar por contaminacion por heces) poseian flagelo (SDu5, 6, y 10)
(Tabla 1). Si bien existen tres aislamientos portadores de flagelo que fueron aislados de
infecciones invasivas (SDu4, SDu7-8), los pacientes a partir de quienes fueron aislados poseian
rasgos que podrian hacerlos mas susceptibles a sufrir infecciones invasivas por Salmonella no

tifoidea, debido a posibles deficiencias en su sistema inmune (joven drogadicto, o por encontrarse
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en los extremos de la vida —nifio de 1 afio o adulto mayor de 76 afios-).

Basandonos en estos antecedentes y en el hecho de que el serovar Dublin presenta a nivel
mundial y también en nuestro pais indices de invasividad muy elevados, y considerando que los
serovares invasivos Typhi y Gallinarum poseen mecanismos de silenciamiento del flagelo, lo que
seria la causa de la pobre respuesta inflamatoria intestinal generada por éstos, nos planteamos la
hipotesis de que la ausencia del flagelo podria ser un mecanismo mediante el cual cepas del
serotipo Dublin consiguen evadir la respuesta inflamatoria local intestinal del hospedero humano
promoviendo asi su diseminacién a sitios sistémicos. Por ello, nos planteamos analizar la
respuesta inflamatoria generada a nivel intestinal por los aislamientos aflagelados respecto a los
flagelados en ensayos in vivo y elucidar el mecanismo molecular implicado en la ausencia de
flagelo en los primeros, para poder asi evaluar las posibilidades de reversion del mismo.

Los resultados obtenidos en el modelo murino de colitis, demuestran que un aislamiento carente
de flagelo (SDu3) genera una respuesta inflamatoria a nivel de ciego significativamente menor que
uno flagelado (SDu5), tanto en lo que respecta a la induccién de la expresion de citoquinas
proinflamatorias y péptidos antimicrobianos, como a la generacién de alteraciones patoldgicas a
nivel histolégico. La inactivaciéon del gen fliC en SDub5, rindié una cepa con sus capacidades
proinflamatorias afectadas, generando respuestas similares a las generadas por el aislamiento
naturalmente aflagelado. Asimismo, la complementacién de SDu3 con un gen fliE salvaje, lo cual
revirtio automaticamente el fenotipo inmavil, resulté en la generacién de respuestas inflamatorias
significativamente mayores que la cepa parental aflagelada, y similares a la cepa naturalmente
flagelada. Todos estos resultados indican que, tal como se describi6é para el serovar Typhimurium,
en el caso de S. Dublin, el flagelo es uno de los factores determinantes de la capacidad de generar
respuestas inflamatorias en el intestino de ratones. Por tanto es plausible pensar que la ausencia
de flagelo puede ser un rasgo que contribuya a la elevada invasividad del serovar Dublin en
humanos, mediante la generacion de respuestas inmunes atenuadas en el intestino del
hospedero. Si la causa de la habilidad proinflamatoria de S. Dublin es la capacidad de moverse y
por tanto interaccionar con la mucosa o si es efectivamente la activacién de los receptores de
reconocimiento de patrones TLR5 y NLRC4/NAIP5 por unién a flagelina, queda por demostrar.

A pesar de las respuestas de mucosas tan diferentes generadas por SDu3 y SDu5 en el modelo

murino de colitis, no se observaron diferencias significativas en su capacidad de colonizar los
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organos internos de los animales infectados. Este resultado concuerda con lo observado por
Stecher y col. quienes reportaron que un mutante aflagelado de S. Typhimurium causoé niveles
significativamente menores de inflamacion en ciegos de ratones pretratados con estreptomicina,
pero no mostré diferencias en los niveles de colonizaciéon bacteriana de nodulos linfaticos
mesentéricos, bazo e higado comparado con la cepa salvaje. Estos resultados refuerzan la idea de
gue el modelo murino de colitis es Util para estudiar las respuestas inmunes de la mucosa
intestinal a la infeccién por Salmonella pero no es adecuado para el estudio de la correlacion entre
éstas y la traslocacion bacteriana a 6rganos internos, dado que cepas de SNT se diseminan
rapidamente al bazo e higado, estableciendo una infeccion sistémica similar a la fiebre tifoidea,
independientemente de la respuesta inflamatoria generada (Stecher et al., 2004, Winter et al.,
2010). Para estudiar dicha correlacion es preciso emplear modelos animales cuya implementacion

es mas compleja en el laboratorio, como aves o bovinos.

8.3.- Mecanismo molecular responsable del fenotipo aflagelado en las cepas uruguayas de
S. Dublin

Uno de los objetivos de esta tesis era la elucidacién del mecanismo molecular responsable del
fenotipo aflagelado observado en ciertos aislamientos de S. Dublin derivados de infecciones
sistémicas en humanos. Para ello, en primer lugar analizamos los niveles de ARNm para distintos
genes flagelares, tanto de clase 2 como de clase 3. Observamos que la expresién de fliC, motB y
flgM en los aislamientos aflagelados es significativamente menor que en los flagelados (entre uno
y dos érdenes de magnitud), mientras que los niveles de ARNm para fliA y fliN no se ven
afectados. El defecto en la expresion de fliC explica la ausencia de flagelina. Estos datos sugieren
ademas, que la expresion de genes de clase 3 esté interrumpida pero no la de genes de clase 2,
indicando que probablemente exista alguna alteracién en la funcion del factor Sigma FIliA
(responsable de la expresion de los genes de clase 3) o en su interaccion con el factor anti-Sigma
FIgM. Por tanto estudiamos los niveles celulares y secretados de ambas proteinas, en los
aislamientos flagelados comparados con los aflagelados. Observamos que FIgM se encuentra
enriquecido en las proteinas citosolicas de los aislamientos aflagelados respecto a los
aislamientos flagelados y no se detecta entre las proteinas secretadas de los primeros. Este

resultado indica que existe un defecto en la secrecion de FIgM en los aislamientos aflagelados, lo
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gue explicaria la ausencia de expresion de genes de clase 3, debido al bloqueo impuesto por FigM
sobre FliA.

Nos planteamos entonces sobreproducir FliA en un aislamiento aflagelado para verificar si asi se
lograba liberar la inhibicién causada por el exceso de FIgM en el citosol, y por tanto promover la
expresion de genes flagelares tardios. Al proveer en trans a la cepa aflagelada SDu3 con el gen
fliA proveniente de un aislamiento flagelado (SDu5) observamos que ésta presentaba niveles de
ARNm para fliC y motB, mayores incluso que los de la cepa movil parental, y por western blotting
verificamos que era capaz de sintetizar la proteina FliC. Sin embargo esta cepa no revirtié el
fenotipo inmdvil. Ademas, mediante tincion fluorescente de flagelos observamos ausencia del
mismo, descartando asi que se estuviera ensamblando un flagelo no-funcional. Estos resultados
indican que habria una interrupcion en la secrecién de productos flagelares a nivel general, no
Gnicamente de FIgM, a través del Sistema de Secrecion Tipo llI flagelar. Unicamente luego de
varias generaciones (mediante pasajes sucesivos en agar blando con inductor) sintetizando FliA
de forma abundante (y por tanto sobreproduciendo también todas las proteinas flagelares de clase
3), se logré reversion del fenotipo aflagelado.

La disponibilidad de las secuencias gendmicas completas de los aislamientos clinicos en estudio,
revel6 una Unica diferencia a nivel de la secuencia de los operones flagelares entre aislamientos
moviles y no moviles: la presencia de una delecion interna de 42 nucleétidos (desde la posicién 53
a la 94) en el gen fliE en los segundos. Esta delecion, que denominamos fliEA42, no altera el
marco de lectura y corresponde a 14 residuos aminoacidicos. Dado que el marco de lectura en el
gen delecionado no se altera, se podria traducir eventualmente una proteina FIIE de menor
tamafio que la salvaje. La complementacion en trans con el gen fliE completo revirtio
inmediatamente el fenotipo inmoévil en la cepa SDu3, indicando que la causa del fenotipo
aflagelado es Unicamente la presencia del gen fliEA42.

Esta reportado que fliE codifica para una proteina que forma parte del cuerpo basal del flagelo
(Muller et al., 1992). Se postula que FliE formaria una conexién entre el anillo MS y el cilindro, con
una estequiometria de 9 subunidades de FliE por cuerpo basal (Jones et al., 1990; Minamino et al.,
2000). Ademas, se ha descrito que en mutantes nulos de fliE en Salmonella, se ve afectada la
exportacion de otros productos flagelares al exterior celular, concretamente los componentes del

gancho, FIgE y FlgD, indicando este dato que FliE participa en el aparato de secrecion tipo |l
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flagelar (Minamino et al., 1999). Los resultados reportados en esta tesis son consistentes con los
datos reportados por Minamino y col, y nos permiten sugerir que la presencia de FIiE delecionada
generaria un defecto en la secrecién de los componentes del gancho flagelar, y dado que la
secrecion de los componentes flagelares se realiza de forma axial y secuencialmente segun la
localizacion que cada uno ocupa en la estructura del flagelo, la falta de ensamblaje del gancho
causaria el defecto en la secrecion de todas las proteinas posteriores (las implicadas en la unién
del gancho y el filamento, las integrales del filamento y las del cabezal del filamento). Ademas,
esta reportado que el factor anti-sigma FIlgM, no se secreta al exterior celular hasta que se ha
completado el ensamblaje del gancho, lo cual explica el defecto en la expresion de los genes de
clase 3 en los aislamientos aflagelados de S. Dublin estudiados en este trabajo. Asimismo,
nuestros resultados refuerzan los obtenidos por Reed y colaboradores, quienes en la busqueda de
mutantes de S. Typhimurium incapaces de activar la respuesta de citoquinas proinflamatorias en
células epiteliales intestinales humanas en cultivo, identificaron un mutante fliE interrumpido por un
transposén. Este mutante, si bien mantenia su capacidad de adhesién e invasion del epitelio
intestinal modelo, no inducia la secrecién de IL8 por parte de éste y fue incapaz de secretar
flagelina y de ensamblar flagelo (Reed et al., 2002).

En Minamino et al., 2000, se sugiere que la regién N-terminal de FIliE es importante para su
secrecion y la regién C-terminal lo es para la interaccion con el cilindro. En este sentido, dado que
en las cepas aflageladas estudiadas en la presente tesis la delecion afecta el extremo Nt de la
proteina, podemos especular que la misma no se estaria localizando en el cuerpo basal por tener
afectada su propia secrecion. Ademas, el hecho de que al proveer en trans con la proteina salvaje
se recupere inmediatamente la movilidad, indica que no existe un efecto dominante negativo por
parte de la proteina delecionada sobre la salvaje, apoyando este dato la hipotesis de que FliE
delecionada no se estaria localizando en el cuerpo basal. Alternativamente, es posible que no se
sintetice FliE o ésta sea inestable debido a la delecién que alteraria su estructura. Sin embargo,
para confirmar estas hipOtesis habria que hacer estudios de western blotting y de
inmunolocalizacion de esta proteina, para lo cual se requieren anticuerpos especificos que no se
hallan disponibles comercialmente.

Recientemente, se ha reportado la estructura completa flagelar en la espiroqueta Borrelia

burgdorferi, revelada mediante tomografia crioelectronica (Zhao et al., 2013). En ese trabajo, los
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autores determinan el ensamblaje secuencial de los distintos componentes a través del SST3
flagelar mediante el uso de mutantes nulos en genes individuales. Los autores demuestran que un
mutante nulo en fliE presenta el anillo MS, el anillo C, el motor, el aparato de exportacion y el collar
sin alteraciones respecto a la cepa salvaje, pero carece de cilindro, de gancho y de filamento.
Notablemente, el canal central del anillo MS se observa cerrado en el mutante AfliE, mientras que
se observa abierto en la cepa parental (Zhao et al.,, 2013), lo que explicaria el defecto en la
secrecion de sustratos flagelares a través del mismo.

El analisis de la secuencia nucleotidica de fliE en las cepas revertientes SDu3/pJAmot+6,
SDu3/pJAmot+7, SDu3/pJAmot+8 y SDu3/pJAmot+9, reveld6 que se habian producido
duplicaciones de secuencias de 21 o 30 nucleétidos de las regiones adyacentes a la delecién, las
cuales “ocuparian” el lugar de los aminoacidos faltantes, y dado que estas repeticiones de
secuencia no alteran el marco de lectura ni insertan un coddén stop, se obtiene como resultado una
proteina de tamafo similar a la salvaje (100 o 107 residuos aminoacidicos en las revertientes y
104 residuos en la salvaje). Estos resultados indican que la identidad de la secuencia
aminoacidica de los residuos 18 al 31, no es esencial para la funcionalidad de la proteina, sino que
lo importante es la longitud de dicha regién.

Es importante destacar que en 4 de los 15 aislamientos de S. Dublin derivados de ganado bovino
analizados se encontrd una delecion similar a la hallada previamente en los aislamientos clinicos
aflagelados, indicando este resultado que la delecién en fliE claramente no es un hecho aislado
puntual, dado que se observa en aislamientos de distintos origenes (humanos, animales) y
obtenidos en distintos periodos de tiempo, lo que indicaria que esta circulando en la naturaleza.
Ademas, observamos en las cepas de ganado ausencia de flagelina o ausencia de movilidad (aln
produciendo flagelina), por mecanismos distintos a la delecion en fliE, sugiriendo un fenémeno de
convergencia funcional.

Varios trabajos describen el fendmeno de degradacién gendmica o acumulacion de pseudogenes
en los serovares de Salmonella con rango restringido de hospedero, como un mecanismo de
adaptacion al hospedero en el cual se pierden funciones génicas que no son necesarias en dicho
entorno y a la vez se incrementa la virulencia (Kisiela et al., 2012, Thomson et al., 2008, Parkhill et
al., 2001, McClelland et al., 2004, Nuccio et al., 2014, Holt et al., 2009, Kingsley et al., 2009). En

este trabajo, describimos la inactivacion de una proteina flagelar debida a una delecion interna,
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que resulta en la pérdida completa del apéndice flagelar en el serovar Dublin de Salmonella
enterica, contribuyendo asi al estudio de los mecanismos responsables de su invasividad y
posiblemente de su adaptacion un hospedero determinado. Los resultados obtenidos en esta
Tesis, podrian extrapolarse a otros serovares de Salmonella que presentan elevada invasividad,

asi como a otras especies bacterianas enteropatégenas.
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9.- CONCLUSIONES

- En el presente trabajo planteamos la hipétesis de que la ausencia del flagelo en cepas de
Salmonella enterica serotipo Dublin (serotipo del grupo Salmonella No Tifoideas adaptado al
hospedero bovino pero capaz de infectar humanos con invasividad elevada) podria ser un
mecanismo mediante el cual consiguen evadir la respuesta inflamatoria local intestinal del
hospedero promoviendo asi su diseminacién a sitios sistémicos. En este sentido, estudiamos la
respuesta inflamatoria generada por aislamientos S. Dublin a nivel intestinal en un modelo animal,
elucidamos los mecanismos moleculares responsables del fenotipo aflagelado, determinamos si
dicho fenotipo es reversible y analizamos este fenotipo de movilidad en aislamientos de S. Dublin
obtenidos de ganado bovino.

- Todos los aislamientos clinicos aflagelados estudiados en esta tesis fueron obtenidos de
infeccion invasiva. Los resultados obtenidos en el modelo murino de colitis, demuestran que un
aislamiento aflagelado genera una respuesta inflamatoria a nivel de ciego significativamente
menor que uno flagelado.

- Considerando todos los aislamientos utilizados en este trabajo en su conjunto, observamos que
hay una elevada frecuencia de cepas aflageladas de S. Dublin.

- Los resultados obtenidos indican que, debido a una delecion en FIiE en los aislamientos
aflagelados, ocurre un defecto en la secrecién del factor anti-Sigma FlgM, con el consecuente
silenciamiento de la expresién de los genes flagelares de clase 3 y la interrupcién en el
ensamblaje del flagelo.

- Cepas aflageladas sobreproductoras de FliA, que revirtieron la movilidad luego de varias
generaciones, muestran un tamafio de FIiE similar a la salvaje. Esto ocurri6 mediante
duplicaciones de secuencias de 21 o 30 nucleétidos de las regiones adyacentes a la delecion, las
cuales “ocuparian” el lugar de los aminoacidos faltantes.

- La cepa SDu3 complementada en trans con un gen fliE salvaje, genera respuestas inflamatorias
significativamente mayores que la cepa parental aflagelada, y similares a la cepa naturalmente
flagelada.

- Entre los aislamientos obtenidos de ganado bovino, encontramos aislamientos inmdviles que
presentan una delecién en fliE. También encontramos aislamientos inméviles con el gen fliE de

tamafio similar al gen completo que sintetizan flagelina y otros que no la sintetizan. Esto indica que
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esta delecion no es un hecho aislado puntual, dado que también se observa en aislamientos de
origen animal.

- En conclusién, podemos sugerir que el flagelo no desempefia un rol esencial en el ciclo de
infeccién de Salmonella Dublin y, por lo tanto, podemos especular que el aparato flagelar en este

serovar podria estar pasando por un proceso de pérdida.
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Articles of Significant Interest Selected from This Issue by the Editors

Salmonella enterica Serovar Dublin Isolates That Repress Flagella Expression: Mechanism To Promote Invasiveness?

Salmonella enterica serovar Dublin is adapted to cattle but also infrequently infects humans, causing an invasive disease with high levels
of morbidity and mortality. The bacterial factors responsible for this invasive phenotype are unknown. Salmonella-induced intestinal
inflammatory responses may prevent bacterial dissemination to systemic sites. Yim et al. (p. 1465-1476) report the isolation of several
S. Dublin strains completely lacking flagella, obtained from human bloodstream infections. These aflagellate isolates were impaired for
triggering inflammation in a human intestinal epithelial cell line and in the ceca of mice. These findings suggest that this mechanism for
reduced intestinal inflammation may contribute to enhanced systemic dissemination of S. Dublin.

CARD?9 Is a Critical Signaling Molecule for Innate Host Defense to Cryptococcus neoformans

CARD?9 is a critical adaptor molecule signaling through C-type lectin receptors. Yamamoto et al. (p. 1606-1615) show that CARD9
knockout mice are highly susceptible to pulmonary infection with Cryptococcus neoformans. Gamma interferon (IFN-vy) production
was strongly reduced on day 3 postinfection in these mice, due to impaired accumulation of IFN-y-producing NK and memory
phenotype T cells. The reduced accumulation of these cells was correlated with lowered CCL4, CCL5, CXCL9, and CXCL10 synthesis.
These results suggest that the susceptibility of mice lacking CARD9 to C. neoformans infection is likely due to the reduced accumulation
of [FN-y-expressing NK and memory phenotype T cells early in infection.

Type | Interferons Promote Lethal Disease in a Mouse Model of Shock-Like lliness Caused by the Rickettsial Pathogen
Ixodes ovatus Ehrlichia

Rickettsiae are arthropod-born intracellular bacteria that cause mild to severe shock-like illnesses. Zhang et al. (p. 1698—1709) dem-
onstrate that Lxodes ovatus Ehrlichia infection elicits type I interferons (alpha interferon [IFN-a] and IFN-3), whereas infection with a
less virulent strain, Ehrlichia muris, does not. Type I interferons promote severe disease and death and suppress IFN-vy production,
thought to be essential to control Ehrlichia growth. Surprisingly, IFN-v is dispensable for protection in the absence of type I interferons.
These data demonstrate that type [ interferon signaling in nonhematopoietic tissues may promote tissue damage and death independent
of bacterial growth, revealing a novel mechanism by which type I interferons drive bacterial pathogenesis.

Human Lyme Disease Patients Develop Lasting Strain-Specific Inmunity

Many people suffer from Lyme disease on multiple occasions, suggesting that previous exposure to the causative agent Borrelia
burgdorferi does not elicit a protective immune response. However, a given strain is almost never detected multiple times from the same
patient, suggesting that B. burgdorferi exposure may elicit strain-specific immunity. Khatchikian et al. (p. 1408-1413) perform an
analysis using mathematical and statistical models parameterized with data on the occurrence and frequency of the occurrence of
different B. burgdorferi strains in human patients. This analysis demonstrates that humans treated for early Lyme disease develop
protective immunity that is strain specific and lasts for at least 6 years.

Copyright © 2014, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.
doi10.1128/1A101606-14
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Repression of Flagella Is a Common Trait in Field Isolates of
Salmonella enterica Serovar Dublin and Is Associated with Invasive
Human Infections

Lucia Yim,? Sebastian Sasias,® Araci Martinez,® Laura Betancor,® Verénica Estevez,® Paola Scavone,® Alejandro Bielli,¥ Alfredo Sirok,®
José Alejandro Chabalgoity®

Departamento de Desarrollo Biotecnolégico, Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, Universidad de la RepUblica, Montevideo, Uruguay?; Departamento de
Bacteriologia y Virologia, Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay®; Departamento de Microbiologia, Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable, Montevideo, Uruguay<; Area de Histologia y Embriologfa, Departamento de Morfologia y Desarrollo, Facultad de Veterinaria,
Montevideo, Uruguay”; Departamento de Laboratorios de Salud Publica, Ministerio de Salud Publica, Montevideo, Uruguay®

The nontyphoidal Salmonella enterica serovar Dublin is adapted to cattle but infrequently infects humans, very often resulting
in invasive infections with high levels of morbidity and mortality. A Salmonella-induced intestinal acute inflammatory response
is postulated as a mechanism to prevent bacterial dissemination to systemic sites. In S. enterica serovar Typhimurium, flagella
contribute to this response by providing motility and FliC-mediated activation of pattern recognition receptors. In this study, we
found 4 Salmonella enterica isolates, with the antigenic formula 9,12:—:—, that, based on fliC sequence and multilocus sequence

type (MLST) analyses, are aflagellate S. Dublin isolates. Interestingly, all were obtained from human bloodstream infections.
Thus, we investigated the potential role of flagella in the unusual invasiveness exhibited by S. Dublin in humans by analyzing
flagellation and proinflammatory properties of a collection of 10 S. Dublin human clinical isolates. We found that 4 of 7 blood
isolates were aflagellate due to significantly reduced levels of fliC expression, whereas all 3 isolates from other sources were flag-
ellated. Lack of flagella correlated with a reduced ability of triggering interleukin-8 (IL-8) and CCL20 chemokine expression in
human intestinal Caco-2 cells and with reduced early inflammation in the ceca of streptomycin-pretreated C57/BL6 mice. These
results indicate that flagella contribute to the host intestinal inflammatory response to Salmonella serovar Dublin and suggest
that their absence may contribute to its systemic dissemination through dampening of the gut immune response. Analysis of
FliC production in a collection of cattle isolates indicated that the aflagellate phenotype is widely distributed in field isolates of S.

Dublin.

Salmonellosis by nontyphoidal salmonellae (NTS) isamong the
most common food-borne infections worldwide, with an es-
timated global incidence of 93.8 million cases of gastroenteritis
and 155,000 deaths per year (1). Among the >2,500 serotypes
assigned to the species Salmonella enterica, those able to cause
disease in humans are divided into typhoidal serotypes (mainly
Typhi and Paratyphi A) and hundreds of NTS serotypes, among
which the most prevalent worldwide are Enteritidis and Typhi-
murium (2, 3). The typhoidal serotypes are restricted to the hu-
man host and cause invasive disease in immunocompetent indi-
viduals, while NTS typically have a broad vertebrate host range
and cause predominantly a self-limiting gastroenteritis, character-
ized by acute intestinal inflammation and diarrhea, in humans.
However, depending on the immune status of the host and the
serovar and particular strain involved, NTS can enter the blood-
stream and cause systemic disease. In addition, NTS are consis-
tently the most common bacteria isolated from the bloodstream
in both adults and children presenting with fever in sub-Saharan
Africa, and this is associated with HIV, malaria, and malnutrition
(4). In Uruguay, from a total of 495 NTS clinical isolates received
at the National Salmonella Centre (NSC) from 2008 to 2012, 96
(19.4%) were obtained from bloodstream infections (NSC, un-
published data).

When the invasive index is considered, i.e., the percentage of
blood isolates relative to the total number of isolates for each
Salmonella serovar in a defined geographical region, it becomes
evident that certain NT'S serovars are more invasive than others (2,

April 2014 Volume 82 Number 4

Infection and Immunity p. 1465-1476

5,6). This is the case for Salmonella serovars Dublin and Cholerae-
suis, which are consistently reported worldwide, with invasive in-
dexes of >40%, while the invasive indexes of the more ubiquitous
Salmonella serovars Enteritidis and Typhimurium rarely exceed
5% (2, 5,7, 8).

S. enterica serovar Dublin (formula 1,9,12 [Vi]:g,p:—) is
strongly adapted to cattle, where it causes systemic infections and
abortion (9). However, human infections with S. Dublin occur at
low frequency, and these are often severe and may be fatal, espe-
cially in AIDS patients and other immunocompromised persons
(10-12). The bacterial factors responsible for this invasive pheno-
type of S. Dublin in humans are unknown.

The difference in clinical outcome between typhoidal salmo-
nellae and NTS is thought to be due partly to the way both groups
of serovars interact with the gut epithelium, with the NTS causing
an acute local inflammatory reaction with a strong neutrophil
influx that prevents systemic spread of the bacteria (2, 13, 14).
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TABLE 1 §. Dublin field isolates used in this study

TABLE 2 Strain constructs used in this study

Yr of
[solate isolation  Source” Patient information”
Human isolates®
SDul 1995 Blood ND
SDu2 2004 Blood ND
SDu3 2006 Blood Female, 41 years old, asthmatic,
diabetic
SDu4 2008 Blood Young man, drug addict
SDhu5 2000 Feces ND
SDu6 2005 Feces Male, 40 years old
SDu7? 2008 Blood Male, 1 year old
SDu8 2011 Blood Male, 76 years old
SDu9 2011 Blood Female, 50 years old
SDul0 2011 Urine Male
Bovine isolates
75/95 1995 ND
56/96 1996 Calf lymph
57/96 1996 Calf lung
69/96 1996 Calf
72/96 1996 Calf
73196 1996 Bile
7496 1996 Liver
75/96 1996 Calf
76/96 1996 Calf
79/98 1998 ND
210/00 2000 Calf
73/04 2004 Calf
74/04 2004 Calf
75/04 2004 Calf
99/04 2004 Fetus

“ All human isolates were of ST10 according to MLST.
¥ ND, no data are available.

For Salmonella enterica serovar Typhimurium, several bacte-
rial factors have been described as important for triggering the
inflammatory response at the gut in calves and streptomycin-pre-
treated mice, including SPI-1 (15-17) and SPI-2 (18-20) effectors
and flagella (21, 22).

The flagellin protein (FliC) is the main structural component
of the flagellar filament and is also the agonist of the pattern rec-
ognition receptors Toll-like receptor 5 (TLR5) and Naip5/NLRC4
(23-27). In model human intestinal epithelia, it has been demon-
strated that S. Typhimurium FliC binding to TLR5 triggers a pro-
inflammatory response characterized by upregulation of expres-
sion of interleukin 8 (IL-8), CCL20 (macrophage inflammatory
protein 3o [MIP-3at]), and several other proinflammatory
chemokines (25, 28) that recruit neutrophils and dendritic cells
into the subepithelial compartment (29, 30). In vivo, it has been
reported that in streptomycin-pretreated mice, S. Typhimurium
flagellin knockout mutants trigger diminished intestinal inflam-
mation compared to that with wild-type bacteria at early time
points postinfection (p.i.) (21, 31). Similar findings were obtained
with calf ligated ileal loops (22, 32) and chickens (33). Interest-
ingly, a mechanism has been described for the invasive serovar S.
Typhi through which fliC expression is repressed when the bacte-
rium encounters conditions of tissue osmolarity (but not the
higher osmolarity present in the intestinal lumen), thus enabling it
to overcome the mucosal barrier at the intestine through innate
immunity evasion (34).

1466 iai.asm.org

Strain Description

SDu5 fliC::kan SDu5 derivative containing fliC::kan (Kan")
SDu3 Str” SDu3 derivative containing aadA (Str')
SDu5 Str* SDu5 derivative containing aadA (Str)

SDu5 Str' fliC::kan SDu5 derivative containing aadA and fliC::kan

(Kan" Str")

The aim of this work was to elucidate bacterial factors respon-
sible for the unusual invasiveness exhibited by S. Dublin in hu-
mans, focusing on the role of flagella. Thus, we characterized the
motility, flagellar expression, and proinflammatory properties of
a set of S. Dublin clinical isolates obtained at different times and
from invasive or localized infections and evaluated the correlation
between flagellar expression and the source of the isolate (blood
versus nonblood). Our results revealed the existence of a large
proportion of aflagellate strains among the clinical isolates of this
serovar, a phenotype that correlated with impaired proinflamma-
tory properties in vitro and in vivo. Note that all aflagellate strains
were isolated from invasive cases of salmonellosis.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, media, and growth conditions. Uruguayan clinical iso-
lates of S. Dublin were obtained from the NSC and the Bacteriology Unit
of the Ministry of Public Health (MPH) collections (Table 1). These were
all the human isolates of this serovar available in both collections and
included seven isolated from blood and three from other sources (feces or
urine). “Invasive” cases were defined as those in which Salmonella had
been isolated from the bloodstream. An isolate obtained from urine was
not considered invasive because we lacked the clinical data to distinguish
between invasive infection and colonization or contamination of urine.
Where available, data about the patients from whom the isolates were
obtained are depicted in Table 1.

S. Dublin cattle isolates were obtained from the NSC and are shown in
Table 1. All isolates were confirmed biochemically and serologically at the
NSC and the Bacteriology Unit of the MPH. In those cases where no
agglutination with anti-H serum was obtained, the sequence of the fliC
hypervariable region was determined using primers Gfor and Grev (see
Table 3) and compared with those available at the GenBank database to
confirm the Dublin serotype. In addition, multilocus sequence typing
(MLST) was performed as described at http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs
[Senterica/documents/primersEnterica_html (35).

The hypervariable fliC sequences of the aflagellate S. Dublin isolates
described in this study were identical to those of the two sequenced S.
Dublin strains available in the GenBank database (strains CT_02021853
and SD3246) and differed in three single nucleotide polymorphisms
(SNPs) from the same region of S. Enteritidis strain P125109, whose com-
plete genome is also available in GenBank. Moreover, MLST analysis re-
vealed that all 10 S. Dublin human isolates used in this study belong to
ST10 (Table 1), which is the predominant ST reported for S. Dublin (35).

Luria-Bertani (LB) broth and LB agar (Sigma) were used for routine cul-
tures of S, Dublin at 37°C in an orbital shaking incubator (200 rpm). Isolates
were stored in replicates at —80°C in LB broth containing 25% glycerol.

Bacterial constructs are depicted in Table 2. An SDu5 derivative fliC
knockout mutant was constructed by P22 transduction of a fliC::kan cas-
sette from S. Enteritidis strain PT4 P125109 fliC::kan (36). The resulting
strain, SDu5 fliC::kan, was resistant to kanamycin and lacked motility, as
verified by plating on soft agar and microscopic visualization.

For animal studies, field isolates were made streptomycin resistant
by P22 phage transduction of the aadA gene from the streptomycin-
resistant S. Typhimurium strain SL1344 (http://www.sanger.ac.uk
/Projects/Microbes/). The resulting strains were able to grow in 500 pg/ml
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TABLE 3 Primers used in this study

Aflagellate 5. Dublin Isolates

Primer Sequence (5" —3") Amplicon size (bp) Reference
Gfor GTGATCTGAAATCCAGCTTCAAG 509 58

Grev AAGTTTCGCACTCTCGTTTTTGG

icdA F TGGTATCGGTGTTGATGTCACTC 140 Modified from reference 59
icdAR CATCCTGGCCGTAAACCTGTGTG

fliA F GCATCGAACTGGTGACTGAAGAAC 149 59

fliA R GAGCTCTTCCTGGTAATACAGCGT

fliCF AGATCACCTTAGCTGGCAAAACC 164 This work
fliC R CCCCAGAGAAGAACGAACTGC

mB-actin_F GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT 68 60
mB-actin_R CGTCATCCATGGCGAACTG

mCXCLL_F CTTGGTTCAGAAAATTGTCCAAAA 84 60
mCXCL1_R ACGGTGCCATCAGAGCAGTCT

mlL-17A_F CTCCAGAAGGCCCTCAGACTAC 69 60
mlIL-17A_R GGGTCTTCATTGCGGTGG

mlFNg _F TCAGCAACAGCAAGGCGAAA 143 61
mlIFNg_R CCGCTTCCTGAGGCTGGAT

mCCL20_F TTTTGGGATGGAATTGGACAC 09 60
mCCL20_R TGCAGGTGAAGCCTTCAACC

mTNFalfa_F CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 63 60
mTNFalfa_R CCTCCACTTGGTGGTTTGCT

mLen2_F CCATCTATGAGCTACAAGAGAACAAT 89 62
mLcn2_ R TCTGATCCAGTAGCGACAGC

mS100.A9_F CACCCTGAGCAAGAAGGAAT 95 62
mS100,A9_R TGTCATTTATGAGGGCTTCATTT

of streptomycin and were verified by anti-O-antigen serum agglutination
and motility testing. [n addition, growth curves were performed to verify
that genetic manipulation did not affect the growth properties of the orig-
inal isolates. An SDu5 fliC:kan derivative of the previously constructed
streptomycin-resistant SDu5 strain was obtained by P22 transduction.
The resulting strain was resistant to kanamycin and lacked motility; the
rest of the analyzed parameters (growth rate and O-antigen agglutination)
were unchanged compared to those of the parental strain.

For mouse infection experiments, bacteria were grown overnight
(o/n) at 200 rpm and 37°C in LB broth containing 50 pg/ml of strepto-
mycin; the o/n cultures were diluted 1:20 in the same medium plus 0.3 M
NaCl and subcultured for 4 h with mild aeration (100 rpm).

Motility tests. Motility tests were performed as described by Yim etal.
(37). Briefly, 2 pl of overnight culture grown in LB broth was spotted onto
the surface of an LB plate containing 0.3% agar (semisolid agar) and
incubated for 6 h at 37°C. Those isolates showing no halo of growth
(indistinguishable from a fliC knockout strain) were considered nonmo-
tile. Values are expressed as diameters of growth (in mm) obtained after 6
h of incubation at 37°C. The assays were repeated three times, and the
results were confirmed by phase-contrast microscopic visualization of
mid-log-phase bacterial cultures grown in LB broth.

Protein analysis. For preparation of total protein extracts, log-phase
bacterial cultures (optical density at 600 nm [OD,,] = 0.4 to 0.6) were
centrifuged, resuspended in phosphate-buffered saline (PBS) containing
0.15 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 0.5 mM EDTA, son-
icated, and centrifuged again to remove unbroken cells. The supernatants
(cleared lysates) were quantified by the Bradford assay (Sigma).

For Western blot analysis, 25 pug of total protein extract was loaded
onto a 12% SDS-PAGE gel and analyzed by Western blotting using mouse
anti-flagellar antigen Hg antibody (Bio-Stat, United Kingdom) and ECL
Prime Western blotting detection reagent (GE Healthcare). As an internal
control, an anti-DnaK monoclonal antibody was used (AbCam, United
Kingdom).

Flagellar staining. For detection of flagella in live cells, we performed
a previously described method using Alexa Fluor 594-carboxylic acid suc-
cinimidyl ester (Molecular Probes), an amino-specific fluorescent dye
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(37). Briefly, overnight cultures of bacteria grown in LB broth at 37°C and
200 rpm were diluted 1/100 in fresh medium and grown under the same
conditions to mid-log phase (0D, = 0.4 to 0.6). The protocol was then
followed exactly as described previously (37). The samples were visualized
on an Olympus FV300 confocal laser scanning microscope with Fluoview
software 4.3,a 100X oil immersion objective (numerical aperture [NA| =
1.35), and 543/610-nm excitation/emission wavelengths. A minimum of
10 fields were recorded for each isolate, using an image size of 1,024 by
1,024 pixels in the x-y plane, with a pixel size of 70 nm. Images were
deconvolved with Huygens Professional software.

Cell lines, media, and growth conditions. The human colon carci-
noma Caco-2 cell line was obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC). The cells were maintained in minimal essential me-
dium with Earle’s salts (high glucose; 4.5 g/liter) (PAA Laboratories) sup-
plemented with 2 mM L-glutamine and 20% fetal calf serum (FCS) at 37°C
in 5% CO,, at up to 80% confluence.

The Caco-Rumbo reporter cell line consists of the Caco-2 cell line
stably transfected with a plasmid harboring the luciferase gene under the
control of the human CCL20 promoter (38) and was kindly provided by
J. C. Sirard (Université de Lille Nord, France). It was cultured in high-
glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; PAA Laborato-
ries) supplemented with 10% FCS, | mM sodium pyruvate, 1 X nonessen-
tial amino acids, and 0.7 mg/ml G418 (Invitrogen) at 37°C in 5% CO,.

Analysis of the nucleotide sequence of fliC and its promoter region.
To analyze the nucleotide sequence of fliC and its promoter region, we
purified genomic DNA from overnight bacterial cultures grown in LB by
using a DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen). One hundred nanograms
of this DNA was used as the template to PCR amplify a 1,713-bp region
comprising the entire fliC coding sequence, as well as 152 bp upstream
from the start codon and 42 bp downstream from the stop codon, using
primers fliC1 and fliC4 (Table 3), and the resulting amplicon was se-
quenced using primers fliC1, fliC2, fliC3, and fliC4.

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR). For bacterial mRNA quan-
tifications, strains were grown to mid-log phase and total RNA was ex-
tracted using an RNeasy minikit (Qiagen), with a pretreatment with
RNAprotect bacterial reagent (Qiagen). One microgram of this RNA was
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treated with DNase (Invitrogen) and reverse transcribed using Moloney
murine leukemia virus (MMLV) reverse transcriptase (Invitrogen) and
random primers in a 20- .l reaction mixture, and 2 pl of a 1/32 dilution of
this reaction mixture was used for real-time PCR using Sybr green (Quan-
tiTect; Qiagen) in a Corbett thermocycler. Primer sequences used are
presented in Table 3. The cycling program was as follows: 15 min at 95°C
and 45 cycles of 15 sat95°C, 30 sat 57°C, and 30 s at 72°C. For the analysis,
we used the comparative threshold cycle (C;) method for relative mRNA
quantitation (39). Briefly, the C;- obtained for the fliC or fliA gene was
normalized to the C; obtained for icdA in each sample, giving the AC,.
(AC, = Cfor fliCor fliA — CpforicdA). The corresponding 227 value
was calculated for each strain, and the 2~ 7 values were compared to the
24T value obtained for an arbitrary selected motile reference strain
(SDu5) to obtain the fold variation in mRNA abundance of the sample
relative to the reference (fold variation = 2~ <7 for sample/2” 7 for
reference). Each isolate was assayed in triplicate. Non-reverse-transcribed
controls rendered no detectable C;- values or were amplified at least 10
cycles later than the corresponding reverse-transcribed samples.

For Caco-2 mRNA quantifications, cells were infected with log-phase
bacteria at a multiplicity of infection (MOI) of ~30:1, the plates were
centrifuged for 5 min at 200 X g, and invasion was allowed to proceed for
1 hat 37°C in 5% CO,. After three PBS washes, gentamicin (100 pg/ml)-
containing medium was added for 1.5 h. The antibiotic concentration was
then changed to 10 pg/ml, and the cells were incubated for an additional
1.5 h. At 3 h postinfection, the cells were gently washed 3 times with
prewarmed PBS and resuspended in TRIzol (Invitrogen) for extraction of
total RNA. After reverse transcription with random hexamers and real-
time PCR using specific primers, C.. values were normalized to the values
for the 185 rRNA gene and referred to values for uninfected cells. Total
RNA extraction, reverse transcription, and qRT-PCR were carried out as
previously reported (36).

For mRNA quantification in the ceca of infected mice, fractions of the
middle cecum were immediately removed after sacrifice, embedded in
TRIzol (Invitrogen), and stored at —80°C. For total RNA extraction, the
samples were homogenized using an Ultraturrax instrument, and then the
protocol indicated by the manufacturer was followed. One microgram of
the resulting RNA was treated with DNase and reverse transcribed using
MMLV reverse transcriptase as described above. Two microliters of a 1/5
dilution of this reaction mixture was used for real-time PCR using Sybr
green (QuantiTect; Qiagen) in an ABI 7400 thermocycler (Applied Bio-
systems). Primer sequences used are shown in Table 3; the final concen-
tration of primers in the reaction mixture was 0.9 pM. The cycling pro-
gram was as follows: 15 min at 95°C followed by 40 cycles of 15 s at 95°C
and 1 min at 60°C. We applied the C; method for relative mRNA quan-
titation using the B-actin housekeeping gene, and the mRNA levels for
each group of infected mice were referred to the levels obtained for the
uninfected (streptomycin-pretreated) group. The experiment was done
two times, using five animals per group each time.

Luciferase assays. The Caco-Rumbo cell line was stimulated with log-
phase bacteria at an MOI of ~100 to 200:1, and the infection was allowed
to proceed similarly to that described for Caco-2 mRNA measurements.
At 6 h p.i., the luciferase activity in cell extracts was measured using the
One Glo luciferase assay (Promega) and a Luminoskan Ascent microplate
luminometer (Thermo Scientific). Purified FliC (1.0 pg/ml) from . Ty-
phimurium, generously provided by J. C. Sirard, was used as a positive
control. The luminescence obtained for the stimulated cells was normal-
ized to the luminescence obtained for the unstimulated cells, with the
latter value set to 1. Each isolate was assayed in quadruplicate.

Animal experiments. Animal experiments were performed as de-
scribed by Barthel et al, (40). Briefly, groups of five 6- to 8-week-old
female C57BL/6 mice (provided by the National Division of Veterinary
Laboratories, Uruguay) were pretreated with 25 mg of streptomycin 24 h
prior to infection with ~5 > 107 CFU of the indicated bacterial strain. At
24 h p.i., mice were sacrificed, and fractions of the distal cecum were
embedded in OCT compound (Sakura), immediately frozen in liquid
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nitrogen, and stored at —80°C. Cecal pathology was evaluated in hema-
toxylin and eosin (H&E)-stained cryosections (5 to 8 um thick), in a
blinded manner, by following exactly the histopathological score scheme
described by Stecher et al. (21). The parameters evaluated were destruc-
tion of the epithelial cell layer, submucosal edema, reduction in number of
goblet cells, and infiltration of polymorphonuclear (PMN) cells. In addi-
tion, fractions of the middle cecum were immediately removed after sac-
rifice, embedded in TRIzol (Invitrogen), and stored at —80°C for subse-
quent total RNA extraction and gRT-PCR analysis as described above.
Bacterial loads in ceca and spleens were analyzed by homogenizing the
organ contents in PBS containing 0.5% Tergitol and plating appropriate
dilutions on MacConkey agar plates containing 50 pg/ml streptomycin.

Experiments with animals were performed according to national
guidelines for animal experimentation that meet the international guiding
principles for biomedical research involving animals, and all protocols
were approved by the university ethics committee.

Statistical analysis. For analysis of differences in motility, transcrip-
tional responses to infection of Caco-2 cells, and fliC mRNA levels, one-
way analysis of variance (ANOVA) with Dunnet’s multiple-comparison
posttest was used (GraphPad Prism 4.0 software), with P values of <<0.05
considered to be statistically significant. For analysis of differences in tran-
scriptional responses to infection of mice, we used the Mann-Whitney U
test (GraphPad Prism 4.0 software), with P values (two-tailed) of <0.05
considered to be statistically significant.

RESULTS

Motility characterization of S. Dublin clinical isolates and de-
termination of flagellar expression. Ten S. Dublin isolates recov-
ered from human sources in Uruguay from 1995 to 2011 were
evaluated (Table 1). These were all S. Dublin human isolates avail-
able in the two national Salmonella collections.

Four of the 10 analyzed isolates were nonmotile (Fig. 1A), and
all of these were isolated from blood. In order to evaluate flagella-
tion, we performed fluorescence microscopic analysis of two se-
lected isolates (SDu3 and SDu5, which are nonmotile and motile,
respectively) stained with an amino-specific fluorescent dye. The
peritrichous flagellar filaments of isolate SDu5 were readily visu-
alized, while no filaments at all were observed in SDu3 (Fig. 1B).
Furthermore, Western blotting revealed undetectable levels of
flagellin in total bacterial extracts of the nonmotile isolates (Fig.
1C), indicating that the absence of flagella was due to reduced
tlagellin synthesis or increased degradation, not to defects in ex-
port of subunits or in filament assembly. To gain further informa-
tion about this phenotype, we quantified fliC mRNA levels by
qRT-PCR analysis of a selected set of isolates (SDul to SDu7). The
results indicated that the levels of fiC mRNA were significantly
reduced in the nonmotile isolates compared to the motile ones
(about 50- to 100-fold reductions) (Fig. 1D), which is consistent
with the hypothesis of reduced flagellin synthesis. Interestingly,
the complete nucleotide sequences of fliC and its promoter region
inisolates SDul to SDu7 were identical (data not shown). We also
quantified the mRNA levels for fliA, coding for the sigma factor
responsible for transcription of flagellar class I11 genes (which in-
clude fliC [41]), in isolates SDul to SDu7 (Fig. 1D). There were no
significant differences among isolates, suggesting that the repres-
sion occurred at the last level of the flagellar regulatory hierarchy.

To investigate the reversibility of the nonmotile phenotype, we
performed successive daily passages of the SDu3 isolate in semi-
solid agar, but this strain did not recover motility, at least after 12
passages, suggesting an irreversible mechanism.

In summary, all these results indicate that the absence of mo-
tility observed in S. Dublin blood isolates is due to a significant
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FIG 1 (A) Motility measurement of S. Dublin isolates. The diameter of the halo of growth (in mm) after 6 h at 37°C is plotted for each isolate. Results (means
and standard deviations [SD]) from three independent experiments are shown. Asterisks indicate significant differences relative to SDu5. **, P << 0.01; ***, P <
0.001. (B) Fluorescence labeling of flagellar filaments in live cells of isolates SDu3 and SDu5. Bars, 2 pm. (C) Western blot analysis of total protein extracts of S.
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Gallinarum.

reduction in fliC expression which results in impaired synthesis of
flagellin and, consequently, a lack of flagellar filaments at the bac-
terial surface.

In vitro evaluation of the proinflammatory properties of S.
Dublin clinical isolates, Since Salmonella flagellin is regarded as
the major proinflammatory determinant in epithelial cells (28,
42), and because all four aflagellate strains were isolated from
invasive infections, we hypothesized that the lack of flagella would
impair the proinflaimmatory properties of S. Dublin on the gut
epithelium, therefore promoting its systemic dissemination. First,
we sought to determine if the different S. Dublin isolates would
trigger different proinflammatory responses in model human ep-
ithelia. Thus, we quantified the mRNA levels for IL-8 and CCL20
in cultured intestinal epithelial Caco-2 cells infected with four
selected S. Dublin isolates (two aflagellate and two flagellated iso-
lates) and compared them to the levels in uninfected cells. While
the two flagellated isolates elicited transcriptional induction of
IL-8and CCL201in Caco-2 cells, the two aflagellate isolates failed to
do so (Fig. 2A). We further analyzed the induction of CCL20 ex-
pression in Caco-2 cells in response to infection by all S. Dublin
isolates by using a CCL20-luciferase reporter cell line. As expected,
a fliC knockout mutant triggered no luciferase activity (Fig. 2B). A
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perfect correlation between the presence of flagellin in S. Dublin
isolates and upregulation of expression from the CCL20 promoter
was found (compare Fig. 2B with Fig. 1C), suggesting that repres-
sion of fliC expression in aflagellate S. Dublin isolates is main-
tained during interaction with epithelial cells. Quantification of
fliC mRNA levels in S. Dublin isolates incubated in the presence of
Caco-2 cells by qRT-PCR confirmed this suggestion (data not
shown).

Evaluation of the proinflammatory properties of S. Dublin
clinical isolates in vivo. Results of in vitro studies showed a cor-
relation between FLiC production and induction of the intestinal
epithelial proinflammatory gene program and indicated that the
lack of fliC expression observed when S. Dublin isolates were
grown in LB broth remained in the presence of epithelial cells. To
evaluate if these phenotypes were reproduced in vivo, we analyzed
proinflammatory gene expression and histological pathology in
the ceca of streptomycin-pretreated mice 24 h after oral infection
with two selected S. Dublin isolates (one nonflagellated and one
flagellated isolate) and compared the results to those for mock-
infected animals. We decided to analyze the ceca of streptomycin-
pretreated mice because severe pathological inflammatory changes
are restricted to this organ (40). We selected the time point of 24 h
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FIG 2 (A) Analysis of the Caco-2 transcriptional response to infection by S.
Dublin flagellated or aflagellate isolates. Caco-2 cells were infected with isolate
SDu2, SDu3, SDu5, or SDu7, and at 3 h p.i., the levels of mRNA transcripts for
CCL20 and IL-8 were measured by qRT-PCR. SGal is a strain of the aflagellate
serovar S. Gallinarum. n/i, noninfected cells. ¥, statistical difference relative to
noninfected cells (P << 0.05). Means and SE for two independent experiments
are shown. (B) Analysis of Caco-2 transcriptional response (CCL20 expres-
sion) to infection by all S, Dublin clinical isolates. Purified S, Typhimurium
flagellin (FIliC) and an SDu5 derivative fliC knockout mutant (fliC::kan) were
used as positive and negative controls, respectively; induction was performed
for 6 h. Luciferase activity was determined and normalized to the activity
obtained for the nonstimulated control (n/s), with this value considered to be
1. Means and SE for one representative experiment performed in quadrupli-
cate are shown. Asterisks indicate significant differences relative to the non-
stimulated control. *, P << 0.05; **, P << 0.01; ***, P << 0.001.

postinfection because it has been shown that the differences in
pathology caused by a nonflagellated mutant of S. Typhimurium
compared to the wild type are more pronounced at early times p.i.
(21). Both S. Dublin isolates efficiently colonized the cecum
within 24 h p.i. (for SDu3, 1.97 X 10" + 5.14 X 10* CFU/g of
cecum content; and for SDu5, 1.32 X 10” + 3.24 X 10® CFU/g of
cecum content), and no statistically significant differences in bac-
terial numbers were observed between the isolates. Mice infected
with the flagellated isolate SDu5 showed a dramatic and statisti-
cally significant increase in cecal mRNA levels for IL-17 (70-fold),
keratinocyte-derived chemokine (encoded by K¢, the murine ho-
mologue of human IL-8) (56-fold), tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) (27-fold), and gamma interferon (IFN-vy) (470-fold)
compared to mock-infected animals (Fig. 3A). Infection with the
aflagellate isolate SDu3 also elicited significant induction of ex-
pression of IL-17 (2-fold), Kc (4-fold), TNF-a (3.6-fold), and
IFN-y (15-fold) compared to the case in mock-infected mice, in-
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dicating that despite the absence of flagella and motility, the SDu3
isolate was still able to elicit an innate immune response. However,
the increases in the cecal mRNA levels for all four cytokines were
significantly lower than those elicited by infection with SDu5.
SDu3 bacteria recovered from the cecum contents of infected
mice were still devoid of motility (data not shown), supporting the
hypothesis that the aflagellate phenotype is maintained during
interaction with host tissues. In contrast to the observation in cell
culture, Mip-3a (Ccl20) expression was not significantly induced
in the ceca of streptomycin-pretreated mice infected with either S.
Dublin isolate (Fig. 3A). Although this may be considered surpris-
ing, because it is postulated that induction of CCL20 production
may contribute to orchestrating host responses during Salmonella
infection through dendritic cell recruitment to the follicle-associ-
ated epithelium, similar results were indeed previously reported
by Winter et al. (32).

Other genes involved in defense responses, such as those en-
coding antimicrobial peptides and proteins, have also been re-
ported to be induced in the murine intestine upon S. Typhimu-
rium infection (43). Thus, we also quantified the mRNA levels for
two antimicrobial proteins involved in iron and zinc deprivation,
i.e., lipocalin-2 (encoded by Len2) and calprotectin (one of whose
subunits is encoded by S100.a9), respectively. Transcript levels for
lipocalin-2 were significantly upregulated in the ceca of mice in-
fected with the flagellated isolate (29-fold) compared to those of
uninfected mice, whereas those animals infected with the aflagel-
late isolate did not show significant upregulation of this antimi-
crobial protein (Fig. 3B). Concerning S100.A9, its expression was
significantly induced in mice infected with both isolates relative to
that in mock-infected animals, but the induction was significantly
lower with SDu3 (22-fold) than with SDu5 (1,441-fold).

Cecal pathology in S. Dublin-infected animals was also ana-
lyzed by scoring the signs of inflammation in H&E-stained cryo-
sections. Despite the similar colonization levels, mice infected
with SDu5 developed a severe colitis at 24 h p.i., with high levels of
PMN cell recruitment, epithelial damage, and submucosal edema,
whereas the ceca of SDu3-infected mice showed milder signs of
inflammation (Fig. 4A and B). Taken together, these results sug-
gest that lack of flagella results in S. Dublin isolates still being able
to trigger intestinal proinflammatory and antimicrobial responses
in vivo, but this ability is severely impaired compared to the re-
sponses induced by flagellated isolates.

In order to verify if flagellation was the underlying cause of the
observed differences in mucosal innate immune responses elicited
by isolates SDu5 and SDu3, we constructed an isogenic mutant of
SDu5 carrying fliC inactivated by a kanamycin cassette and tested
it in the mouse model of colitis. Since S. Dublin has monophasic
flagella, inactivation of the fliC gene renders it a completely aflag-
ellate strain. Similar to the previously tested isolates, the mutant
strain efficiently colonized the ceca of infected mice within 24 h
p.i. (1.09 % 10”7 + 2.86 % 10® CFU/g of cecum content). As shown
in Fig. 3A and B, the aflagellate SDu5 mutant induced significantly
less cecal proinflammatory and antimicrobial gene expression
than the parental strain. Moreover, there were no significant dif-
ferences between cecal mRNA levels for K¢, IFN-v, Len2, and
$100.A9 in mice infected with SDu5 fliC::kan and those in-
fected with SDu3, indicating that the aflagellate phenotype re-
sults in impaired proinflammatory properties regardless of the
genetic background. In addition, the ceca of mice infected with
the SDu5 fliC::kan mutant revealed no significant pathological
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FIG 3 mRNA variation at 24 h p.1. in the cecal mucosa of mice infected with S. Dublin, determined by qRT-PCR. Values are expressed as fold changes of mRNA levels
for the indicated genes in infected mice relative to their levels in mock-infected animals. Note that the y axes of the [FN-y and S100.A9 graphs show log,, values. Means
and SE for two independent experiments, with five animals per group in each experiment, are shown. *, P << 0.05; **, P << 0.01; ***, P < 0.001; ns, not statistically
significant. (A) mRNA quantification of genes coding for proinflammatory cytokines and chemokines. (B) mRNA quantification of genes coding for antimicrobial
proteins.
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FIG 4 Cecal pathology in H&E-stained tissue cryosections of streptomycin-pretreated S. Dublin-infected mice at 24 h p.i. (A) Representative histology of the
cecum of a mock-infected mouse (A), a mouse infected with SDu3 (B), and a mouse infected with SDu5 (Cand D). L, intestinal lumen; sm, submucosa; E, edema;
p, PMN cell; ce, crypt elongation; er, erosion of the epithelial layer. Note the larger extent of edema in the submucosa, as well as PMN cell infiltration and epithelial
erosion, in the cecum of the SDu5-infected mouse than in that of the mock- or SDu3-infected mouse. Magnification, X200 (A to C) or X400 (D and insets of parts
B and C). (B) Histological scores for changes in the cecum. Tissue cryosections were scored for edema in the submucosa (black bars), reduction in the number
of goblet cells (light gray bars), PMN cell infiltration (dark gray bars), and desquamation and erosion of the epithelial monolayer (dashed bars). Values are
expressed as stacked vertical bars; each bar corresponds to one animal. PBS, mock-infected mice. The results of statistical analysis of the total score value (the sum
of the separate scores) for each isolate- infected group relative to that of the mock-infected group are shown (Mann-Whitney test). *, P < 0.05; ns, not statistically

significant.

changes compared to SDu3- and mock-infected mice (Fig. 4B).
These results demonstrate that flagellation is indeed the major
property underlying the differences in the ability of S. Dublin iso-
lates to induce mucosal immune responses. However, the SDu5
fliC::kan mutant and SDu3 elicited significantly different levels of
expression of IL-17 and TNF-a (Fig. 3A), suggesting that other
factors could also have minor contributions to S. Dublin’s proin-
flammatory properties.

Concerning the ability to spread to systemic sites, while
slightly larger numbers of SDu5 than SDu3 were recovered
from spleens of streptomycin-pretreated mice at day 3 p.i., the
differences were not statistically significant (for SDu5, 2.00 X
10° = 6.94 X 10" CFU/organ; and for SDu3, 7.93 X 10" +
3.06 X 10* CFU/organ).

Motility properties of S. Dublin isolates from cattle. Since S.
Dublin is a cattle-adapted serovar, we decided to analyze the pres-
ence/absence of flagella in a collection of S. Dublin isolates ob-
tained from cattle in Uruguay in order to evaluate whether the
aflagellate phenotype is a specific trait of human isolates or is
widely distributed in nature. Ten of 15 analyzed isolates, obtained
from 1995 through 2004, showed a total absence of motility (Fig.
5A). Western blotting using an anti-FliC antibody indicated that 7
of these 10 nonmotile isolates did not produce flagellin, similar to
the case observed in human isolates (Fig. 5B). However, the re-
maining 3 nonmotile cattle isolates did produce flagellin yet were
unable to move.
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DISCUSSION

Flagella have classically been regarded as important virulence fac-
tors, mainly because they allow bacteria to move toward favorable
environments and to colonize host tissues (44). More recently,
evidence has indicated that flagella also participate actively in
other processes, such as adhesion, biofilm formation, transloca-
tion of virulence factors, and modulation of both the innate and
adaptive immune systems (44).

The role of flagella in the pathogenesis of Salmonella has been
investigated extensively, and the results vary depending on the
experimental model and serovar involved. It has been reported
that S. Typhimurium mutants harboring paralyzed flagella, in
contrast to aflagellate mutants, are slightly attenuated in the
mouse typhoid model upon oral infection but not when the mice
are challenged via the intraperitoneal route (45). In another study,
an S. Typhimurium flhD mutant (the master flagellar regulator
gene), but not a fliC fljB mutant (which lacks flagella but not the
flagellar secretion apparatus), was significantly more virulent than
the parental strain in the mouse model of typhoid fever (22).
Moreover, an S. Typhimurium mutant deficient in the anti-sigma
factor flgM gene, which overproduces flagellin, was attenuated in
vivo in mice (46). More recently, Lai et al. reported that the atten-
uation of flgM-deficient Salmonella in vivo is due to recognition of
flagellin by the innate immune system, predominantly by caspase-
1-dependent pathways (47).

Using the model of murine colitis, it has been demonstrated
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FIG 5 (A) Motility analysis of 15 isolates of S. Dublin obtained from cattle. An SDu5 derivative fliC knockout mutant (fliC::kan) was included as a negative
control. (B) Western blotting of total protein extracts from the 10 nonmotile S. Dublin isolates obtained from cattle, using a specific anti-FliC antibody. Detection
of DnaK was used to verify equal loading of samples. Sizes of molecular mass markers are indicated in kDa.

that S. Typhimurium flagella contribute to early cecal inflamma-
tion, predominantly by providing motility, and promote en-
hanced bacterial growth by allowing S. Typhimurium to benefit
from the nutrients released in the inflamed intestine (21, 48).
However, the systemic infection which occurred parallel to the
enterocolitis did not depend significantly on flagellum function
(21). More recently, Winter and colleagues reported that S. Ty-
phimurium flagellin pattern recognition contributes to initiating
inflammatory responses in the bovine ileal mucosa but not the
mouse mucosa (32).

Most studies have been conducted using artificially con-
structed mutants of . Typhimurium and animal models, mainly
murine models, and little is known about the role of flagella in
naturally occurring isolates of less prevalent Salmonella serovars.
In this work, we report that 4 of 10 human isolates and 7 of 15
cattle isolates of Salmonella enterica serovar Dublin lack flagella,
are therefore nonmotile, and have the antigenic formula 9,12:
—:—. Theseisolates had a fliC hypervariable region sequence iden-
tical to that of S. Dublin strains available in the GenBank database
and belonged to the same ST as most S. Dublin isolates worldwide
(ST10), and they were therefore confirmed as belonging to this
serovar. The lack of flagella in human isolates was due to an im-
paired fliC expression that resulted in undetectable levels of FliC
protein in total bacterial extracts. However, comparative analysis
ofthe nucleotide sequence of fliC and its promoter region between
flagellated and nonflagellated isolates revealed no differences, nor
did the mRNA levels coding for FliA, the alternate sigma factor
responsible for fliC transcription. These results suggest that the
repression of flagellar gene expression occurs at the last level of
the regulatory cascade and may be associated with impairment of
the synthesis/stability of FliA or its interaction with FigM, the
corresponding anti-sigma factor (41).

It has been reported that the TviA protein of S. Typhi, encoded
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in SPI-7, is able to repress fliC expression under tissue osmolarity
conditions (34). We previously analyzed the SDul to SDu3 and
SDub5 isolates by comparative genomic hybridization using a Sal-
monella pan-array, but no signal for tviA was detected in the ge-
nomes of these isolates (49). This indicates that a different mech-
anism mediates fliC repression in S. Dublin.

In a previous work, we found that among a collection of 266 S.
Enteritidis field isolates, 27% of the strains were nonmotile (37).
This percentage included strains that had structurally normal but
paralyzed flagella, meaning that the percentage of aflagellate iso-
lates was even lower. The results presented in this work showing
11 aflagellate strains among 25 field isolates (considering human
and cattle isolates together) of S. Dublin indicate an unusually
high frequency of naturally occurring aflagellate isolates in this
Salmonella serovar.

Lack of flagella does not seem to be a specific trait of S, Dublin
field isolates from Uruguay. Selander et al. reported that all but 1
of 114 nonmotile isolates of serotype 1,9,12:—:— recovered from
cattle and swine in the United States in 1988 and 1989 were Dul
(the major type of electrophoretic type assigned for S. Dublin
according to multilocus enzyme electrophoresis [MLEE] analysis)
and had been identified provisionally as S. Dublin at the National
Veterinary Services Laboratories (50). Similarly, Franklin et al.
reported that five 1,9,12:—:— Salmonella isolates recovered from
cattle in Sweden were identified as S. Dublin based on restriction
plasmid profiles (51). Taken together, these results support the
hypothesis of a nonessential role for flagella in the infectious
cycle of S. Dublin. In line with this, a previous study using a fliC
transposon mutant showed that flagella play a minor role in
extra-animal survival of S. Dublin, a feature considered impor-
tant for zoonotic pathogens (52). More recently, the same
group investigated the role of flagella during S. Dublin infec-
tion in the murine model, using the fliC knockout mutant to-
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gether with the wild-type parental strain in coinfection assays
(53). They found that 4 to 5 days after oral infection, the fliC
mutant was recovered from the spleens of infected animals in
significantly smaller numbers than those of the wild type, but
this difference was modest, and no effect was observed after
intraperitoneal challenge. The authors concluded that these
small differences were sufficient enough to provide the selec-
tive force for stable maintenance of the flagellar apparatus in
this serovar. To our knowledge, no studies have addressed the
role of S. Dublin flagella during infection in cattle, the natural
host, but results of the present study indicate that 7 of 15 iso-
lates recovered from cattle were indeed nonflagellated. Based
on the results of others and the present study, it is tempting to
speculate that the flagellar apparatus may be suffering a process
of loss in this serovar, maybe because its function is not essen-
tial for the infectious cycle or its absence is advantageous under
specific circumstances. Notably, the aflagellate phenotype we
observed in S. Dublin clinical isolates was irreversible in semi-
solid agar, an environmental condition where the selective
pressure is in favor of a motile phenotype. Moreover, it re-
mained during bacterial interaction with cultured epithelial
cells and host tissues, suggesting that fliC expression is perma-
nently repressed in these isolates and is not due to a regulatory
mechanism specific for a particular environmental condition.

Host-restricted and host-adapted serovars seem to have lost
gene functions that were previously active in their broad-host-
range ancestors, and they are generally more prone to cause inva-
sive disease than ubiquitous serovars (9, 54, 55). Indeed, we have
shown by comparative genomics that S. Dublin has a larger num-
ber of pseudogenes than its close relative but ubiquitous serovar S.
Enteritidis (49). Moreover, Salmonella enterica serovar Gallina-
rum, a serovar closely related to S. Dublin and S. Enteritidis that is
avian restricted and causes an invasive typhoid-like disease in
chickens, is nonflagellated due to pseudogene accumulation in
flagellar genes (54). It has been postulated that the lack of flagella
may promote S. Gallinarum’s ability to disseminate systemically
by avoiding the flagellin-TLR5-induced proinflammatory re-
sponses in the gut (56). Consistent with this hypothesis, Iqbal etal.
reported that an aflagellate S. Typhimurium fliM mutant estab-
lished early enhanced systemic infection in chickens, as well as
inducing less IL-18 mRNA and PMN cell infiltration at the gut
during the early stages of infection than the wild type (33). Con-
versely, a flagellated mutant of S. Gallinarum colonized efficiently
and caused pathological changes in the ceca of infected birds, as
well as producing less mortality than the wild-type strain (57).
Similarly, for S. Typhi, a molecular mechanism mediated by TviA
has been described that represses fliC expression when the bacte-
rium encounters human tissue osmolarity, i.e., during interaction
with the epithelium, where it could be sensed by pattern recogni-
tion receptors (34). In the same study, the authors reported that an
S. Typhimurium mutant expressing tviA (which is normally ab-
sent in this serovar) induced lower levels of CXCL-1 chemokine
expression than the wild type in human model epithelia and
showed more invasiveness in an avian model of infection (34). In
the present work, we showed that S. Dublin isolates lacking flagella
were not able to induce the expression of the CCL20 and IL-8
chemokines in cultured human intestinal epithelial cells, confirm-
ing the results obtained by Eaves-Pyles et al. (42) (i.e., similar to
what has been described for S. Typhimurium, FliC is also the main
determinant in S. Dublin for induction of these chemokines in
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intestinal epithelial cells). In addition, a naturally aflagellate iso-
late as well as a flagellin knockout mutant caused milder patho-
logical changes and significantly less proinflammatory cytokine
and antimicrobial gene expression in the ceca of infected mice
than a flagellated isolate at early phases of infection. These data
indicate, as reported for S. Typhimurium (21), that S. Dublin
flagella are necessary for efficient induction of early cecal inflam-
mation in streptomycin-pretreated mice.

In spite of the remarkably different mucosal responses elicited
by SDu3 and SDu5, no significant differences were observed in
their ability to colonize the spleens of infected animals. This result
is consistent with those obtained by Stecher et al. (21), who re-
ported that a nonflagellated mutant of S. Typhimurium caused
significantly reduced levels of cecal inflammation but showed no
differences in mesenteric lymph node (MLN), liver, and spleen
colonization compared to the wild-type strain in the mouse model
of colitis. These results strengthen the notion that the streptomy-
cin-pretreated model is not suitable for studying the correlation
between intestinal inflammatory responses and translocation of
Salmonella to internal organs, since NTS rapidly disseminate to
the liver and spleen of mice, establishing a systemic infection that
resembles typhoid, regardless of the intestinal inflammatory re-
sponse generated (34).

Interestingly, all aflagellate clinical isolates included in this
study were recovered from invasive cases of salmonellosis (i.e.,
were isolated from blood), whereas all nonblood isolates harbored
flagella. Thus, it is tempting to speculate that in S. Dublin, the lack
of flagella promotes systemic dissemination in the human host
through dampening of the gut immune response. Confirmation
of such a hypothesis would require analysis of a larger collection of
human isolates obtained at a worldwide level. Note that isolates
SDu4, SDu7, and SDu8 were isolated from blood yet harbored
flagella and were motile. However, these strains were isolated from
a drug-addicted individual, a toddler, and an elderly person, re-
spectively, suggesting that in these cases the immune status of the
host may have influenced the disease outcome.

In summary, the data presented here indicate that the aflagel-
late phenotype is frequent among field isolates of S. Dublin and
renders strains significantly less proinflammatory than flagellated
ones. The fact that all aflagellate isolates recovered from humans
were isolated from invasive infections suggests that this phenotype
may render strains more prone to systemic dissemination in hu-
mans. Our data also indicate that the aflagellate phenotype is a
consequence of abrogated fliC but not fliA transcription and is
irreversible in the S. Dublin blood isolates studied here. The mo-
lecular mechanism responsible for such a phenotype is currently
being investigated.
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