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Resumen.

NIpl es una lipoproteina de membrana externa de funcién aun desconocida pero
ampliamente distribuida en la familia Enterobacteriaceae, donde se incluye
Salmonella enterica serovar Typhimurium. Ademas de ocupar una localizacién
gendmica que sugiere algun vinculo funcional con el degradosoma bacteriano,
esta lipoproteina parece jugar un papel en la modulacion de la virulencia de
algunas bacterias y estar relacionada de alguna manera con la division celular.
Con el fin de generar el conocimiento que pueda contribuir a disefiar estrategias
novedosas de control de la virulencia de este patégeno de importancia mundial, se
pretende elucidar si esta lipoproteina juega algun papel en la preservaciéon de la
integridad funcional y estructural de la envoltura celular mediante la comparacién
curvas de crecimiento, el nivel de expresion de nlpl, la sensibilidad a antibidticos,
ensayos de lisis, tincion de células con bocilina, determinacion de la actividad
betalactamasa y perfiles de acidos grasos de una cepa salvaje de Salmonella
enterica Typhimurium y un mutante de nlpl luego de exponerse a agentes
estresantes de pared celular y membrana externa tales como bilis, bacitracina,
cefalexina, cefsulodina, etanol, peréxido de hidrégeno, lisozima, polimixina B vy
deoxicolato de sodio. La integridad funcional de la pared celular esta
comprometida en el mutante de nlpl, por lo que es mas sensible a estresantes que
actuan sobre esta estructura, resulta menos resistente a la presion osmatica y a
sustancias de alto peso molecular. No se observaron tendencias estables de la
expresion de nlpl cuando el tipo salvaje se expuso a las concentraciones de
agentes estresantes que dieron lugar a los fenotipos mencionados arriba. En
conjunto con caracteristicas estructurales y predicciones bioinformaticas, se
concluye que Nlpl esta relacionada con la sintesis y estabilidad del peptidoglican
septal, posiblemente a través del control de amidasas y otros efectores tardios a
través de una actividad chaperona.



Introduccion.

Tanto en bacterias Gram-negativas como en Gram-positivas, se han identificado
mas de 130 lipoproteinas, a las cuales se les han atribuido distintas funciones
tales como adhesion, translocacion de factores de virulencia (Babu et al., 2006),
neutralizacion de los mecanismos de defensa del hospedero, transporte y
transduccion de sefales, union del peptidoglican con la membrana externa
(Koebnik et al., 2000) y mantener la estabilidad de la pared celular (Cascales et
al., 2002). No obstante, la mayoria de este tipo de proteinas tiene su funcién aun

en estudio.

NIpl es una lipoproteina de membrana externa ampliamente distribuida en la
familia Eubacteriaceae, donde se incluye Salmonella enterica serovar
Typhimurium. Es una lipoproteina de 32 kDa con 294 residuos de aminoacidos
que existe naturalmente en forma de dimero; los mondémeros tienen un dominio de
anclaje a la membrana externa y otro que se expone hacia el periplasma. En su
estructura presenta cinco repeticiones en tandem de tetratricopéptidos (TRPs),
que son dominios independientes y forman un motivo de hélice-vuelta-hélice
(Wilson et al., 2011).

Los dominios de TRPs se han descrito principalmente en eucariotas.
Originalmente fueron implicados en proteinas de division celular en levaduras; sin
embargo, actualmente se conoce que son ubicuos y que se encuentran en
proteinas que median una gran variedad de interacciones proteina-proteina, es
decir, funcionan como andamios para el ensamblaje de complejos
supramoleculares (Blatch & Lassle, 1999). También se les ha descrito un papel en
el control del plegamiento e internalizacion de proteinas (Blatch & Lassle, 1999), el
ensamblaje de la membrana externa y la patogénesis (Zeytuni & Zarivach, 2012).
En eucariotas se han identificado complejos supramoleculares que involucran
proteinas con residuos de TRPs. A manera de ejemplo, el Complejo Promotor de
Anafase (APC) y el Complejo de Importacion de Proteinas. El primer complejo
incluye las proteinas CDC16, CDC23 y CDC27 que contienen TRPs y se encargan
de ubiquitinar proteinas para la degradacién, al inicio de la anafase. El segundo
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complejo transporta proteinas a través de las membranas de los peroxisomas,
(Blatch & Lassle, 1999). En el caso de procariotas, el degradosoma, encargado
de procesamiento de ARN y regulacion de la expresion génica (Taghbalout &
Rothfield, 2007) y el divisoma, responsable la formacién del septo y separacién de
las células en division (Lutkenhaus et al., 2012) son complejos supramoleculares

que parecen ser ensamblados a través proteinas con dominios TRPs.

El gen que codifica por Nlpl se localiza corriente abajo de pnp, gen codificante de
una polinucledtido fosforilasa (PNPasa); y corriente arriba de deaD, el cual codifica
por una ARN helicasa dependiente de ATP; ambas proteinas que componen el

degradosoma (Ohara et al., 1999; Carpousis, 2007).

En S. enterica serovar Typhimurium se ha resaltado la importancia de PNPasa en
la virulencia. Inactivaciones mutacionales en esta proteina resultan en el aumento
de ARNm de genes de las islas de patogenicidad SPI1, que contiene genes para
la invasion celular, y SPI12, que incluye genes para la vida intracelular (Clements et
al., 2002). La delecion del gen que codifica por esta proteina también resulta en el
aumento de la expresion de los genes de virulencia spv, los cuales son necesarios
para la replicacion y supervivencia intracelular. PNPasa no es necesaria para la
induccidn de la expresion de los genes de virulencia spv, pero restringe esa

expresion cuando ya ha sido inducida (Eriksson et al., 2006).

La cercania entre genes del degradosoma y nlpl, unido al hecho de que nlpl se
transcribe como un operdén junto con pnp, sugiere fuertemente una relacion
funcional entre el degradosoma y Nlipl. A propdsito, se comprobd que tanto pnp
como deaD vy nlpl contribuyen individualmente a la adaptacion a bajas
temperaturas y que esta respuesta especialmente recae sobre la lipoproteina
(Rouf, Anwar, Clements y Rhen, 2011). También se ha logrado demostrar que la
ausencia de NIpl exacerba la formacion de biopeliculas, mientras que la ausencia
de PNP retrasa esa formacion. El desarrollo de biopeliculas en S. enterica serovar
Typhimurium es un proceso regulado por el segundo mensajero acido-ciclico-
diguanilico monofosfato (c-di-GMP) y tiene una conexion regulatoria desconocida
con PNPasa (Rouf et al., 2011).



Otro justificante importante para estudiar Nlpl es su relacion con la virulencia. Por
ejemplo, un mutante de nlpl en Escherichia coli LF82 aislada de una lesién cronica
de un paciente con Enfermedad de Crohn, disminuye tanto su capacidad de
adherencia y como la de invadir células epiteliales intestinales de la linea Intestine-
407; ademas de que sintetiza poca cantidad de pili tipo 1 y no expresa flagelos
(Barnich et al., 2004). Otro caso es el de Escherichia coli K1 RS218, donde Nlipl
determina la capacidad de esta bacteria de interaccionar con células endoteliales
de la microvasculatura del cerebro humano. Un mutante de nlpl tiene menor
habilidad de interactuar con dichas células, pero Nlpl actua independientemente
de fimbrias, flagelos u OmpA, ya que la deplecién de nlpl no afecta la expresiéon de
estas estructuras. Mas bien, se cree que la dificultad del mutante de nlpl para
interactuar con las células endoteliales se debe a un defecto del mutante en la

fosfolipasa citosoélica Aa conocida como cPLAza (Teng et al., 2010).

Existe evidencia que relaciona Nlpl con la division celular. Cultivos liquidos de un
mutante de E. coli de nlpl a 42°C muestran una pronunciada filamentacion;
mientras que cuando se sobreexpresa nlpl se observan elipsoides gruesos (Ohara
et al., 1999). Esta observacion se fortalece con la reciente vinculacién de
lipoproteinas de E. coli en la sintesis de peptidoglican. Por ejemplo, la lipoproteina
LpoB estimula la actividad transpeptidasa de PBP1B. Su ausencia desencadena
lisis celular, formacion de protuberancias en la periferia celular y una sensibilidad
aumentada a betalactamas. El complejo LpoB-PBP1B también parece promover la
constriccion de la membrana externa durante la division celular (Typas et al.,
2010).

En E. coli existe el sistema RcsCDB, un sistema de transduccion de sefiales
altamente conservado en las proteobacterias (Castanie, Cam & Jacq, 2006). Este
sistema es utilizado por las bacterias para monitorear cambios en el ambiente para
recurrir a adaptaciones, por ejemplo se ha visto que se activa ante péptidos
catidonicos como la polimixina B y a bajas temperaturas; ademas de que controla la
sintesis de capsula, flagelos y biopeliculas (Pescaretti et al., 2013). Uno de los

componentes de este sistema es RcsF, una lipoproteina de membrana externa



que funciona como un sensor y segun el estimulo externo, se encarga de
transmitir sefiales a RcsC, otro componente del sistema, para iniciar cadenas de

fosforilacién (Castanie, Cam & Jacq, 2006).

Con el fin de esclarecer si NIpl participa en la adaptacion de S. enterica serovar
Typhimurium al estrés de la envoltura celular (pared celular y membrana externa),
comparamos la respuesta de una cepa salvaje y de un mutante de nlpl a bilis,
bacitracina, cefalexina, cefsulodina, etanol, perdéxido de hidrogeno, lisozima,
polimixina B y deoxicolato de sodio a través de curvas de crecimiento, curvas de
lisis con agua destilada, pruebas de sensibilidad a antibidticos, tincion de células
con bocilina, mediciones del nivel de expresion de nipl, determinacion del perfil de

acidos grasos y ensayos de hidrdlisis de nitrocefina.

Justificacion.

Este trabajo pretende dilucidar si la lipoproteina de membrana externa Nipl influye
en la respuesta de Salmonella enterica serovar Typhimurium ante estresantes de
pared celular y membrana externa. Esta informacion es valiosa por cuanto
engrosa el escaso conocimiento relacionado con la funcion de lipoproteinas de
membrana externa en enterobacterias y, en caso de que Nlpl resulte importante
en la respuesta a agentes estresantes de envoltura externa, otorga a la
lipoproteina relevancia en estrategias de control de infecciones que no requieren

la accidn intracelular de potenciales efectores.

Pregunta de Investigacion.

¢ Afecta la lipoproteina de membrana externa Nlpl la respuesta de S. enterica

serovar Typhimurium a estresantes de la pared celular y membrana externa?



Hipotesis

Los factores estresantes de la pared celular y la membrana externa tienen un

mayor impacto en un mutante de nlpl que en una cepa tipo salvaje de S. enterica

serovar Typhimurium.

Objetivo General.

Comparar la respuesta ante estresantes de pared celular y membrana externa de

una cepa salvaje y un mutante de nlpl de S. enterica serovar Typhimurium

Objetivos Especificos.

1.

Comparar curvas de crecimiento de la cepa tipo salvaje de S. enterica
serovar Typhimurium y un mutante de nlpl ante la presencia de estresantes
de la pared celular y membrana externa, con el objetivo de verificar si el

mutante de nlpl resulta mas susceptible a dichos agentes.

Realizar ensayos de lisis, comparar la susceptibilidad a los antibidticos y
realizar tincion de células con Bocilina de S. enterica serovar Typhimurium y
un mutante del gen nlpl, en presencia de diversos estresantes de pared
celular y membrana externa, para comprobar la integridad funcional y

estructural de la pared celular.

Determinar si el nivel de expresién del gen nlpl de S. enterica serovar
Typhimurium, varia en el tiempo ante la exposicién a estresantes de pared

celular y membrana externa.
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4. Realizar ensayos de actividad betalactamasa y determinar el perfil de
acidos grasos de S. enterica serovar Typhimurium y un mutante de nipl
ante la presencia de diversos estresantes para verificar la integridad

estructural y funcional de la membrana externa en el mutante de nlpl.

Materiales y Métodos.
Cepas.

Se trabajé con cinco cepas de Salmonella enterica serovar Typhimurium donadas
por Prof. Mikael Rhen, MTC, Karolinska Institutet; una cepa tipo salvaje (SR11), la
cepa SFR319 que es un mutante de nlpl obtenido mediante reemplazo alélico con
genes del fago lambda (Anlpl) (Datsenko & Wanner, 2000), la cepa SFR397 que
es un mutante de nlpl complementada con el gen correspondiente en un plasmido
de alto numero de copias e inducible con L-arabinosa (pBAD33), la cepa tipo
salvaje transformada con una TEM-betalactamasa plasmidica (SR11/pET32a) y el
mutante de nlpl transformado con wuna TEM-betalactamasa plasmidica
(319/pET32a). Las cepas fueron conservadas en caldo tripticasa soya con 15%
de glicerol a -80°C y mantenidas en agar tripticasa soya en refrigeracion. Para las
cepas SR11/pET32a y 319/pET32a, el ATS debia ser suplementado con 100

pMg/mL de ampicilina.

Curvas de crecimiento.

Con el fin de seleccionar las concentraciones de trabajo de los agentes
estresantes a las cuales la cepa tipo salvaje y el mutante de nlpl mostraban mayor
diferencia en el crecimiento, se realizaron cultivos de 24 horas en caldo tripticasa
soya (CTS) de dichas cepas. Para ello se utilizaron platos de 96 hoyos de fondo
plano con tapas impermeabilizadas mediante tratamiento con Triton X-100 al

0,05% en etanol. Se ensayaron cinco concentraciones de bilis (0-9%), bacitracina
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(0-1024 pg/mL), cefalexina (2 pg/mL), cefsulodina (10 pg/mL), etanol (0-2.5%),
peréxido de hidrégeno (0-3 mM), lisozima (0-2250 pg/mL), polimixina B (0-0.5%) y
deoxicolato de sodio (0-5%), todos disueltos en agua destilada estéril. En todos los
casos, el volumen final fue 200uL por pocillo, obtenido mediante mezcla de 100uL
de medio de CTS con los volumenes necesarios de los estresantes mencionados
anteriormente y agua destilada hasta alcanzar la concentracion de estresante
deseada y un volumen de 90 pL. Para cefalexina y cefsulodina se ensayo
solamente una concentracidon debido a que son las concentraciones que se
reportan en la literatura, brindaron los resultados esperados y ademas de que se

contaba con poco reactivo.

Todos los ensayos incluyeron un pocillo control sin agente estresante. A cada
pocillo se le agregaron 10uL de un suspensiones bacterianas ajustadas a la
turbiedad de un estandar 0.5 McFarland en solucidon salina estéril, a partir de
cultivos liquidos overnight de cada cepa, crecidas a 37°C en condiciones aerobias.
Se colocé la placa en un lector de microplacas Biotek Synergy HT a 37°C y se
realizaron lecturas de absorbancia a 600nm cada 15 minutos, por 5 horas.
Finalmente, se selecciond la concentracion de los estimulos en donde se observo
la mayor diferencia de crecimiento entre la cepa tipo salvaje de S. enterica serovar

Typhimurium y el mutante de nlpl.

Una vez seleccionada la concentracion de trabajo de cada uno de los estresantes
mencionados anteriormente, se realizaron curvas de crecimiento de la cepa tipo
salvaje y Anlpl en presencia de bacitracina (1024 pg/mL), cefalexina (2 pg/mL) y
cefsulodina (10 ug/mL) siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente.
En cada caso se calculd el area bajo la curva desde el minuto 0 hasta el minuto

300 con el fin de integrar la cinética de crecimiento de cada cepa.
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Curvas de lisis con agua destilada.

Dado que los estresantes con mayores efectos actuan sobre la pared celular, se
realizaron pruebas de lisis en agua destilada y de sensibilidad a antibioticos de la
cepa tipo salvaje y Anlpl en presencia de bacitracina (1024 pg/mL), cefalexina (2
pg/mL) y cefsulodina (5 ug/mL) con el fin de comprobar la integridad funcional de
esta estructura. Para los ensayos de lisis con agua destilada se realizaron cultivos
de 3, 6 y 24 horas de las cepas tipo salvaje y Anlpl en 5.0 mL de caldo tripticasa
soya en presencia de bacitracina (1024 pg/mL), cefalexina (2 pg/mL) y cefsulodina
(10 pg/mL). Se realizé un cultivo sin estresante como control. Se centrifugaron
200uL del cultivo y la biomasa se lavéd dos veces con PBS 1X. El botéon celular se
resuspendid en 200uL de agua destilada estéril y se coloc6 en platos de
microtitulo de 96 hoyos de fondo plano. Se registré la absorbancia a 600nm cada

15 minutos por 5 horas en un lector de microplacas Biotek Synergy HT.

Pruebas de sensibilidad a antibioticos.

También se realizaron tres distintas pruebas de sensibilidad a antibidticos: (i)
macrodilucion en plato utilizando vancomicina, (ii) crecimiento en cristal violeta y
(i) un método de difusién en los que la cepa tipo salvaje y Anlpl se enfrentaron a
discos impregnados con antibioticos de diferentes familias. Para la macrodilucion
en vancomicina, se realizaron tres diluciones de vancomicina y se mezclaron con
el medio de cultivo para obtener platos de agar tripticasa soya con
concentraciones finales de 250 ug/mL, 500 pg/mL y 750 pg/mL. A partir de un
cultivo en agar tripticasa soya de 24 horas de la cepa tipo salvaje y el mutante de
nipl, se realizaron suspensiones ajustadas a un estandar 0.5 Mc Farland y se
diluyeron 1:10, 1:100 y 1:1000. De cada dilucion y de la suspension sin diluir se
colocaron 2uL sobre los medios de cultivo arriba mencionados. El crecimiento de
las cepas se documentd tras una incubacion de 24 horas a 37°C. Para comparar
la capacidad del tipo salvaje y el mutante de nlpl de crecer en presencia de cristal

violeta, se utilizd el agar bilis rojo violeta (ABRV, Pouch & Ito, 2001) que tiene una
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concentracion de este compuesto de 2 ug/mL y se inoculé de igual forma a como
se realizd el ensayo con vancomicina. Brevemente, los platos de ABRV fueron
inoculados con 2uL de suspensiones de cultivos por 24 horas de la cepa tipo
salvaje y el mutante de nlpl (ajustadas a un estandar 0.5 Mc Farland y diluciones
1:10, 1:100 y 1:1000). Estos platos se incubaron por 24 horas a 37°C.

Para el método de difusion, se inocularon suspensiones de la cepa tipo salvaje y
Anlpl ajustadas a la turbiedad de un estandar 0.5 Mc Farland sobre platos de agar
tripticasa soya (ATS) con bacitracina (1024 pg/mL), cefalexina (2 pg/mL) y
cefsulodina (10 pg/mL). En paralelo se ensayd un control sin estresante. Sobre
estos platos inoculados se colocaron discos impregnados con los siguientes
antibiéticos (Oxoid®): ciprofloxacina (5ug), sulfametoxazole (25ug), colistina sulfato
(10ug), kanamicina (1000ug), gentamicina (10ug), piperacilina (110ug), tetraciclina
(30pg) y vancomicina (5ug). Se prueban fluoroquinolonas, sulfonamidas,
polimixinas, aminoglucésidos, betalactamicos, glicopéptidos y tetraciclinas, con el
fin de evaluar familias de antibidticos con diferentes mecanismos de accién. Se
incubaron los platos inoculados y con los antibidticos a 37°C por 24 horas.
Transcurrido este tiempo, se midi6 el diametro de los halos de inhibicion,
determinando en cuales antibidticos y estresantes se observaba una diferencia de

mas o menos del 25% con respecto al cultivo sin estresante de ambas cepas.

Tincion de células con bocilina.

Ademas de comprobar la integridad funcional de la membrana externa, se
comprobo su integridad estructural mediante tincion con bocilina de células de la
cepa tipo salvaje de S. enterica serovar Typhimurium, el mutante de nlpl, y la cepa
mutante de nlpl complementada con el gen correspondiente en pBAD33, esto con
el fin de comparar la ausencia de Nlpl y la sobreexpresion de la misma con
respecto a la cepa tipo salvaje. La bocilina es un analogo de penicilina que
fluoresce a 511 nm después de ser excitada a 504 nm y se utiliza para marcar

proteinas de uniéon a penicilinas (PBPs) (Zhao et al.,, 1999). En esta serie de
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experimentos se utilizaron cultivos de 24 horas en 25.0 mL de caldo LB con 0.2%
de L-arabinosa. Se centrifugaron 5.0 mL del cultivo a 4000 rpm por 10 minutos a
4°C vy el botdn resultante fue resuspendido en 2.0 mL de PBS 1X con 0.2% de
Triton X-100 con el fin de permeabilizar las células. Un mililitro de las
suspensiones de células permeabilizadas se mezclaron con 30 uL de un stock de
bocilina de una concentracion de 500 pM (330.8 pg/mL) para obtener una
concentracion final de 10 pyg/mL. Se realizé una incubacion de 30 minutos a 37°C.
Las suspensiones se lavaron dos veces y se resuspendieron con PBS 1X. Se
realizaron diluciones en PBS 1X de 1:10, 1:100, 1:10000 y 1:100000. En el lector
de microplacas Biotek Synergy HT en un plato de 96 hoyos transparente se
realizaron las mediciones de absorbancia a 600 nm para obtener la densidad
celular y en un plato de 96 hoyos oscuro se realizaron mediciones de
fluorescencia a 485/528 nm, a 37°C cada 15 minutos. Se calcularon las relaciones

entre fluorescencia y absorbancia (fluorescencia/absorbancia) para cada cepa.

Determinacion del nivel de expresion de nipl.

Para determinar el nivel de expresién del gen nlpl de la cepa tipo salvaje de S.
enterica serovar Typhimurium y observar posibles cambios en el tiempo, se
realizaron cultivos de esa cepa a 37°C y en agitacion de 3, 6 y 24 horas en 5.0 mL
de CTS sin estresante (condiciones basales) y en presencia de bacitracina (1024
Mg/mL), cefalexina (2 pg/mL) y cefsulodina (10 upg/mL). Estos cultivos se
centrifugaron hasta obtener un botdn y seguidamente se realizaron cuatro
procedimientos: extraccidon de ARN total, tratamiento de los ARN con DNasa,
retrotranscripcion para la obtencion de ADN copia (ADNc) y PCR en tiempo real.
Para la extraccion de ARN se utilizd el kit RNeasy Mini de Qiagen siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para el tratamiento con DNasa de los ARN ya
extraidos, se utilizd el kit de Ambion® DNA-free kit: Dnase Treatment and Removal
Reagents, siguiendo las instrucciones del inserto. Una vez obtenidos los ARN
libres de ADN, se sintetiz6 ADNc utilizando 6.0 uL del ARN extraido y tratado con
DNasa, siguiendo las instrucciones del kit Maxima H Minus First Strand cDNA
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Synthesis (Thermo Scientific). A partir del ADNc se llevé a cabo una reacciéon de
PCR cuantitativo con el kit Maxima SYBR Green qPCR Master Mix 2X de la casa
comercial Thermo Scientific y un termociclador StepOne Real-Time PCR (Applied
Biosystems®). Esta reaccion incluyd los iniciadores “forward” y “reverse” para el
gen nlpl (Invitrogen®, U.S.A.)y como control endégeno, oligonucledtidos para el
gen rfaH (Invitrogen®, U.S.A.). La amplificacion siguié el siguiente esquema
(condiciones estandarizadas en el laboratorio): un primer ciclo de 10 minutos a
95°C, seguido por 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C y 30 segundos a
72°C por 40 ciclos, un tercer ciclo de 15 segundos a 95°C y un ultimo ciclo de un
minuto a 45°C. La especificidad de la reaccion de PCR se comprob6é mediante un
“Melting Curve” en el cual se observd que la temperatura de desdoblamiento del

amplicon era la esperada.

La expresion de nlpl en cultivos del tipo salvaje expuestos por 3, 6 y 24 horas a
bacitracina (1024 ug/mL), cefalexina (2 ug/mL) y cefsulodina (10 pg/mL) fue

comparada mediante el calculo de valores RQ con la siguiente formula:

AC, = C; nipl - C, rfaH
AAC,; = AC,; estimulo — AC; control sin estimulo
RQ =2 -AAC

Aqui, Ct corresponde a la interseccién entre la curva de amplificaciéon y un umbral
de fluorescencia previamente establecido. A partir de los valores de Ct se
determiné la diferencia entre la expresion del gen de interés y el de un control
endégeno y posteriormente se calculé la diferencia entre el ACt en presencia del
estimulo contra el ACt de un control, que en este caso corresponde al cultivo de la
cepa tipo salvaje a las 3 horas. Se reporta la expresion relativa del gen nlpl (Pfaffl,
2006).
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Determinacion del perfil de acidos grasos.

Al igual que con la pared celular, se deseaba comprobar la integridad estructural y
funcional de la membrana externa; para lo cual se determiné el perfil de acidos
grasos Yy la actividad betalactamasa de cultivos de Salmonella enterica serovar
Typhimurium y un mutante de nlpl. Lo primero se indago determinando el perfil de
acidos grasos de la cepa tipo salvaje y el mutante Anlpl mediante cromatografia
de gases. Brevemente, biomasa derivada de cultivos de 24 horas de las cepas tipo
salvaje y Anlpl en platos de ATS con bacitracina (1024 ug/mL), cefalexina (2
pg/mL) y cefsulodina (10 ug/mL). Se realizé un cultivo sin estresante como control.
Se siguieron las instrucciones de MIDI Sherlock® Microbial Identification System,
Version 6.1, MIS Operating Manual. Para la saponificacidén, se agregaron a tubos
de vidrio, dos asadas de cultivo y 1.0 mL del Reactivo 1 (hidréxido de sodio,
metanol y agua desionizada), se mezclaron con el vértex por 5-10 segundos y se
colocaron en un bano a 100°C por 5 minutos. Se mezclaron nuevamente con el
vortex por 5-10 segundos y se colocaron de nuevo en un bafio a 100°C por 25
minutos. Se dejaron enfriar. Para la metilacion se agregaron 2.0 mL del Reactivo 2
(metanol y acido clorhidrico 6.00N), se mezclaron con el vértex por 5-10 segundos
y se colocaron en un bafio a 80°C por 10 minutos e inmediatamente se pasaron a
un recipiente con hielo para enfriar. Para la extraccion se agregaron 1.25 mL del
Reactivo 3 (hexano y metil-terbutil-éter) y se mezclaron girando suavemente por
10 minutos. Se dejaron reposar y se removio la fase inferior. Por ultimo, esta
extraccion organica se lavd agregando 3.0 mL del Reactivo 4 (hidroxido de sodio y
agua desionizada) y mezclando suavemente por 5 minutos. Los tubos se dejaron
reposar y se removio la fase superior, conservando la fase interior que se transfirid
a un vial para cromatografia de gases. Los perfiles de acidos grasos fueron

obtenidos con un equipo 6850 Network GC (Agilent Technologies).
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Determinacion de la actividad betalactamasa.

Para evaluar el escape de componentes periplasmicos debido a lesiones en la
membrana externa se realizo la determinacién de la actividad betalactamasa, para
lo cual se tomaron cultivos de 24 horas en 5.0 mL de CTS con una concentraciéon
final de ampicilina de 100 pg/mL con 1024 pg/mL de bacitracina o 2 yg/mL de
cefalexina o 10 pg/mL de cefsulodina de las cepas tipo salvaje y mutante de nipl
transformados con wuna TEM-betalactamasa plasmidica, SR11/pET32a vy

319/pET32a respectivamente. Se realizé un cultivo sin estresante como control.

Se utilizaron estas cepas debido a que estan transformadas con el plasmido
pET32a, un plasmido de alto numero de copias en el cual se expresa una TEM
betalactamasa que es la mas comunmente encontrada en bacterias Gram-

negativas y les confiere resistencia a penicilinas (Bush & Jacoby, 2010).

Se centrifugd 1.0 mL de cada cultivo y se realizaron dos lavados con 1.0 mL de
PBS 1X. El botén se resuspendio en 1.0 mL de PBS 1X y se realizé una dilucidn
1:10. A esta ultima dilucion se le midio la absorbancia a 600 nm utilizando PBS
como blanco. Se mezclaron 1.2 mL de PBS con 150 yL de la muestra sin diluir y
150 pL de 0.5 mg/mL de nitrocefina (Oxoid™ Thermo Scientific™). Se dejé
reaccionar por dos minutos, se centrifugé un minuto a 14000 rpm para remover las
células y la absorbancia de los sobrenadantes a 486 nm se midi6 a los 0, 30, 60,
90, 120 y 150 segundos, utilizando como blanco una mezcla de 1.35 mL de PBS

con 150 pL de nitrocefina.

Los resultados se determinaron con la siguiente férmula:

A 150" OD gg6nm
ODggonm Dilucion 1:10

Donde: A150" ODg4genm S€ refiere a la diferencia entre la absorbancia a 486 nm a
los 150 segundos y a los 0 segundos. Y el denominador se refiere a la
absorbancia de la dilucion 1:10 a 600 nm. Se reporta el cociente de esta division

para cada estimulo y para cada cepa.
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Resultados

Con el fin de observar si la lipoproteina Nipl estd implicada en la respuesta a
lesiones de la envoltura celular, una cepa salvaje y una cepa mutante de S.
enterica Typhimurium fueron expuestas a agentes estresantes tales como
bacitracina, bilis, cefalexina, cefsulodina, deoxicolato de sodio, etanol, peréxido de
hidrogeno, lisozima y polimixina, en concentraciones para las cuales la diferencia
en el crecimiento de ambas cepas fue maxima con respecto a un control sin
estresante (ver Anexo 1). Solamente se notaron diferencias estadisticamente
significativas segun un analisis de varianza (ANOVA, p<0.05) para bacitracina
(1024 pg/mL), cefalexina (2 ug/mL) y cefsulodina (10 ug/mL); todos relacionados
con sintesis de pared celular (Figura 1).

501
8 Tipo salvaje

N ; ﬁ ; 1 AnipI
T

-100 T

Inhibicién del crecimiento (% ABC)

Estresante

Figura 1. Inhibicién relativa del crecimiento (porcentaje del area bajo la curva),
tomando como referencia el crecimiento de cada cepa sin la presencia del
estresante, de una cepa tipo salvaje de S. enterica serovar Typhimurium y un
mutante de nlpl en presencia de bacitracina, cefalexina y cefsulodina. Para el
calculo de la inhibicidn relativa se tomo6 como referencia el crecimiento de cada
cepa en ausencia de agentes estresantes. Se muestran los estimulos donde se

observaron diferencias estadisticamente significativas.
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En el caso de bacitracina, ambas cepas disminuyeron su crecimiento de forma
notable. La cepa tipo salvaje disminuyd su crecimiento en un 66% y el mutante de
nipl en un 92 £ 9%, es decir, en un 26% mas que la tipo salvaje. Por el contrario,
tanto la cepa salvaje como el mutante mejoran su crecimiento en presencia de
cefalexina con respecto al control en un 16 £+ 10% y 22 + 6%, respectivamente,
siendo el mutante el que mas se ve favorecido. Este efecto potenciador del
crecimiento se mantiene en el caso de cefsulodina para la cepa salvaje (8 £ 10%
mas de crecimiento con respecto al control), pero no para el mutante, que se vio
inhibido por esta betalactama en un 16 * 12%. Para esta betalactama, el

porcentaje de diferencia entre ambas cepas fue de 24% (Figura 1).

Debido a que en las curvas de crecimiento con bacitracina (1024 pg/mL),
cefalexina (2 pg/mL) y cefsulodina (10 pg/mL), agentes estresantes que actuan
sobre la pared celular, fue donde se observé mayor diferencia entre las cepas, se
analizan los experimentos siguientes con estos tres estresantes para permitir un

mejor analisis de los resultados.

La integridad funcional de la pared celular, estructura que fue mas afectada por los
estresantes, fue corroborada mediante ensayos de lisis en agua destilada,
exposicidon a vancomicina o cristal violeta y pruebas de sensibilidad a los

antibiodticos.

Al resuspender biomasa procedente de cultivos de 3, 6 y 24 horas de las cepas
salvaje y el mutante de nlpl en agua destilada, las células del tipo salvaje se lisan
transitoriamente pero logran retomar el crecimiento (Figura 2A). Lo contrario
sucede con el mutante de nlpl, cuyo grado de lisis es proporcional al tiempo de

cultivo transcurrido (Figura 2B).
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A Control - wt B) Control - Anipl
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-0.154 -0.15-

Figura 2. Cinética de lisis de biomasa de una cepa tipo salvaje de S. enterica
serovar Typhimurium (wt) (A) y un mutante de nlpl (B) procedente de cultivos en

CTS de 3, 6 y 24 horas resuspendidos en agua destilada.

Al repetir este experimento con biomasa obtenida a partir de cultivos expuestos a
bacitracina, los cultivos de 3 y 6 horas de la cepa tipo salvaje se lisan, pero el de
24 horas logra retomar el crecimiento (Figura 3A). En estas mismas condiciones,

los cultivos de la cepa mutante se lisan (Figura 3B), tal y como sucedi6é con el

cultivo control.

A) Bacitracina - wt B) Bacitracina - Anipl

0.08+ ® wt-3horas 0.08+ ® Anlpl - 3 horas
] l B Anlpl - 6 horas

::: IIIHHHHHH £ e ::: 4 Anlpl - 24 horas
R mm

-0.08+ Tiempo (min) -0.084 Tiempo (min)

Abs g0nm
Abs o0nm

Figura 3. Cinética de lisis de biomasa de una cepa tipo salvaje de S. enterica
serovar Typhimurium (wt) (A) y un mutante de nlpl (B) procedente de cultivos en
CTS + bacitracina (1024 pg/mL) de 3, 6 y 24 horas resuspendidos en agua

destilada.
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Los cultivos expuestos a cefalexina se comportaron como los cultivos control, es

decir, cultivos de 6 y 24 horas del tipo salvaje se logran adaptar (Figura 4A)

mientras que cultivos del mutante se lisan de forma proporcional al tiempo de

exposicion a la cefalexina (Figura 4B).

A)
0.10-

-0.05-

Cefalexina - wt

Tiempo (min)

e wt-3horas
m  wt-6 horas
A wt-24 horas
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0.054

-0.05-

Cefalexina - Anipl

0.00+
0

Tiempo (min)

® Anlpl - 3 horas
B Anlpl - 6 horas
A Anipl - 24 horas

Figura 4. Cinética de lisis de biomasa de una cepa tipo salvaje de S. enterica
serovar Typhimurium (wt) (A) y un mutante de nlpl (B) procedente de cultivos en

CTS + cefalexina (2 ug/mL) de 3, 6 y 24 horas resuspendidos en agua destilada.

Células del tipo salvaje crecidas por 3 horas en presencia de cefsulodina se lisa al

ser resuspendidas en agua destilada. Por el contrario, las procedentes de un de 6

horas crecen al final del experimento y el cultivo de 24 horas crece bien (Figura

5A). Por su parte, células de la cepa mutante crecidas por 3, 6 y 24 horas en

presencia de este antibittico se lisan rapidamente (Figura 5B).
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m  wt-6 horas
A wt-24 horas
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® Anlpl - 3 horas
B Anlpl - 6 horas
A Anlpl - 24 horas

Figura 5. Cinética de lisis de biomasa de una cepa tipo salvaje de S. enterica
serovar Typhimurium (wt) (A) y un mutante de nlpl (B) procedente de cultivos en
CTS + cefsulodina (10 ug/mL) de 3, 6 y 24 horas resuspendidos en agua
destilada.
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El tipo salvaje resulté sensible a 500 ug/mL de vancomicina, mientras que el
mutante de nlpl tolerd esta concentracién ain a una densidad celular de 1.5 x 10*
UFC/mL (Figura 6A). Cuando ambas cepas se exponen a cristal violeta en un
plato de agar bilis rojo violeta, la cepa tipo salvaje crece, pero el mutante comienza
a ser sensible a una densidad de 1.5x10° UFC/mL y ya con 1.5x10* UFC/mL no

puede crecer (Figura 6B).

A) 15x107 15x10° 15x10° 15x10*
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

wt

Anlpl

B) 1.5x107 1.5x10° 1.5x10° 1.5x10%
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

w ) ©
&

Anlpl -

;ln‘

Figura 6. Macrodilucion en plato para demostrar la susceptibilidad de una cepa
salvaje de S. enterica serovar Typhimurium (wt) y de un mutante de nlpl a 500

pMg/mL de vancomicina (A) y 2 ug/mL de cristal violeta (B).

En pruebas de sensibilidad donde células estresadas fueron expuestas a
ciprofloxacina, sulfametoxazole, colistina sulfato, kanamicina, gentamicina,
piperacilina, tetraciclina y vancomicina se observo que la exposicién previa de la
cepa salvaje a bacitracina, cefalexina y cefsulodina no cambié su perfil de
susceptibilidad (diferencia menor al 25%). El mutante de nlpl, por su parte, mostré
un incremento > 25% en su grado de inhibicion a colistina luego de haberle
expuesto a bacitracina, cefalexina y cefsulodina y a tetraciclina luego de haberle

expuesto a bacitracina y a cefsulodina (Cuadro I).
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Cuadro I. Diametro de halos de inhibicién exhibidos por una cepa salvaje de
Salmonella enterica Typhimurium y una cepa mutante de nlpl, al ser expuestas a
diferentes antibidticos en condiciones basales y luego de exponerlas a tres

agentes estresantes de pared celular.

Diametro de inhibicién (mm)

Antibiético Tipo salvaje / Anlpl

(ng) Control Bacitracina Cefalexina Cefsulodina

Ciprofloxacina 5 34 /36 39/40 36 /38 36 /38
Sulfametoxazole 25 0/0 0/0 3/3 0/0
Colistin sulfato 10 16/ 14 17 /22 16 /20 15/ 22

Kanamicina 1000 |[30/30 31/25 29 /26 30/27
Gentamicina 10 17/18 19/20 20/20 20/22
Piperacilina 110 28/28  33/33 28 /30 32/34
Tetraciclina 30 22123 26/29 24|25 24129

Vancomicina 5 0/0 0/0 0/3 6/0

Para estimar de forma indirecta la integridad estructural de membrana externa, se
tineron células del tipo salvaje y del mutante con bocilina; un analogo fluorescente
de betalactamas que se une irreversiblemente a las proteinas de union a
betalactamas. En este ensayo, el grado de marcaje del mutante de nlpl fue
ligeramente menor, aunque no significativamente, que el del tipo salvaje. Una

sobreexpresion de nlpl se tradujo en mayor marcaje (Figura 7).
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Figura 7. Marcaje de proteinas de unién a penicilina de cultivos de 3 horas de una
cepa salvaje de S. enterica Typhimurium (wt), un mutante de nlpl y una cepa
complementada con nlpl en el plasmido pBAD33. Se grafica la relacién entre la
fluorescencia de bocilina y la absorbancia de la suspension celular ensayada para

normalizar el nimero de moléculas tenidas/célula.

Para investigar a nivel transcripcional si Nlpl se sobreexpresa en consecuencia a
lesiones de la envoltura celular, tal y como podria suceder en el caso de un sensor
o efector de respuesta, se determiné el nivel de expresion de nlpl en condiciones
basales y en presencia de bacitracina (1024 ug/mL), cefalexina (2 pg/mL) y
cefsulodina (10 pg/mL) a las 3, 6 y 24 horas de crecimiento. En condiciones
basales, la expresion de nlpl es maxima a las 6 horas (RQ=1.8) y disminuye a las
24 horas de crecimiento (RQ=1.6). En presencia de bacitracina, la expresién de
nlpl alcanza casi los valores maximos que tiene el cultivo control (RQ=1.7) desde
las 3 horas de crecimiento y se mantiene aumentada a las 6 horas (RQ=1.6), pero
a las 24 horas de cultivo es menor que la del control (RQ=0.7). Con cefalexina, la
expresion de este gen va aumentando a través del tiempo: a las 3 horas de
crecimiento la expresion de nlpl ya ha aumentado un 20% (RQ=1.2), a las 6 horas
tiene una expresion aun mayor (RQ=1.4) y a las 24 horas ya ha superado casi tres
veces el nivel basal (RQ=2.7). Con cefsulodina sucede algo diferente; a las 3
horas de crecimiento la expresion de nlpl esta inhibida con respecto al control
(RQ=0.6); pero a las 6 horas se observa un aumento de la expresion (RQ=1.6)

que se mantiene hasta a las 24 horas (RQ=1.6) (Figura 8).
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Segun el modelo matematico para la determinacion del RQ, una diferencia de 1 ya

se considera una diferencia significativa (Pfaffl, 2006).
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Figura 8. Nivel de expresion de nipl a las 3, 6 y 24 horas en cultivos control y en

presencia de bacitracina, cefalexina y cefsulodina.

Entonces, si se analiza por horas se puede percibir que a las 3 horas de la curva
de crecimiento los cultivos expuestos a bacitracina y a cefalexina presentan un
aumento significativo de la expresion de nlpl, mientras que los cultivos con
cefsulodina tienen una expresion menor que el control. A las 6 horas de
crecimiento, tanto los cultivos que fueron expuestos a bacitracina como a
cefalexina y cefsulodina presentan una expresion de nlpl disminuida
significativamente con respecto al control y al nivel basal. Por ultimo, los cultivos
de 24 horas con bacitracina y cefsulodina exhibieron una expresion disminuida de
nipl, mientras que los cultivos con cefalexina sobreexpresan este gen en

comparacioén con el control (Figura 9).
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Figura 9. Nivel de expresion de nilpl en condiciones basales y en presencia de

bacitracina, cefalexina y cefsulodina segun el tiempo de cultivo

Con el fin de descartar si los cambios arriba expuestos pueden ser
desencadenados por cambios estructurales y funcionales de la membrana
externa, se compararon perfiles de acidos grasos de las cepas en estudio bajo
condiciones basales y en presencia de estresantes y se realizaron ensayos de
hidrolisis de nitrocefina en cepas transformadas con un plasmido que

sobreexpresa una betalactamasa, respectivamente.

El perfil de acidos grasos de la cepa salvaje en condiciones basales fue dominado,
en orden descendente, por los acidos grasos 16:0 (24.5 £ 2.5%), 18:1 w7c (14.2 £
2.3%), 16:1 w7c (13.1 £ 2.8%), 17:0 cyclo (12.2 + 2.5%) y 14:0 30H (11.4 + 0.5%)
(Figura 10). Este orden se mantiene cuando esta cepa se expone a bacitracina;
sin embargo, cuando se expone a cefalexina se observa un aumento en la
abundancia relativa de los acidos grasos 11:0 (12.3 £ 0.0%) y 16:0 10-metil (10.3 £
0.0%). Cuando la cepa tipo salvaje se expone a cefsulodina incrementa
considerablemente la cantidad de 16:0 N-alcohol (49.7 + 0.0%) y 12:0 aldehido
(12.6 £ 11.0%) (Figura 10).

En la cepa mutante se observan, tanto en condiciones basales como en presencia

de agentes estresantes, muchas variaciones en el perfil de acidos grasos con
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respecto al control. En condiciones basales, se tiene un predominio de los acidos
grasos 18:1 w7c (43.7 = 0.0%), 16:1 w6c (42.1 £ 0.0%), 16:1 wbc (37.9 + 3.2%),
16:1 iso G (14.0 £ 0.0%), 18:0 anteiso (13.1 £ 9.8%) y 17:1 w7c (13:0 £ 0.7%), de
los cuales solamente 18:1w7c es compartido con el perfil obtenido para la cepa
tipo salvaje (Figura 11). En presencia de bacitracina, los acidos grasos
predominantes se mantienen; sin embargo, el 16:1 wbc aumenta casi al doble con
respecto al control (80 £ 0.0%). Con cefalexina se tiene que los acidos grasos que
predominan son 16:0 (27.5 + 0.3%), 16:1 w7c (26.9 + 14.2%), 18:1 w6c (24.5 +
0.0%) y 18:1 w7c (19.8 + 0.2%), del cual solo el ultimo comparte con el control. Y
en el caso de cefsulodina, comparte algunos de los acidos con el control pero
aumentan considerablemente los siguientes: 11:0 iso 30H (39.3 + 0.0%), 16:0
(27.5+£0.1%) y 16:1w7c (18.4 £ 0.6%) (Figura 11).
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Figura 10. Perfil de acidos grasos una cepa tipo salvaje de S. enterica serovar
Typhimurium (wt) en un cultivo control y en presencia de bacitracina, cefalexina 'y

cefsulodina.
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Figura 11. Perfil de acidos grasos de una cepa mutante de nlpl de S. enterica

Typhimurium en un cultivo control y en presencia de bacitracina, cefalexina y

cefsulodina.

Tanto en condiciones basales como en presencia de los tres estresantes

estudiados, la cepa mutante mostré mayor hidrdlisis de nitrocefina que la cepa tipo

salvaje (p<0.05, Figura 12). Esta diferencia fue maxima en el caso de cultivos con

bacitracina, en donde la cepa tipo salvaje hidroliza la nitrocefina 90 veces mas que

el control y la cepa mutante 200 veces mas (Figura 12). En cultivos con cefalexina,

la cepa tipo salvaje hidroliza dos veces mas nitrocefina si se compara con el

cultivo control y el mutante a su vez hidroliza el doble del reactivo con respecto a

la cepa tipo salvaje. Por su parte, la cepa mutante en los cultivos con cefsulodina

hidroliza seis veces mas que la cepa salvaje, la cual en este caso se comporta

igual al control (Figura 12).
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Figura 12. Hidrdlisis de nitrocefina de una cepa tipo salvaje de S. enterica serovar
Typhimurium (wt) y una cepa mutante de nlpl transformadas con una
betalactamasa plasmidica en cultivos control y en presencia de bacitracina,
cefalexina y cefsulodina. Se indican con asterisco (*) los estimulos donde se

observaron diferencias estadisticamente significativas.

Discusion.

En este trabajo se expuso por primera vez un mutante de nlpl a agentes
estresantes de envoltura celular. Este mutante mostr6 mayor sensibilidad a
compuestos que actuan sobre la pared celular tales como bacitracina (Storm,
1974), cefalexina y cefsulodina (Williamson, Collatz & Gutmann, 1986). Por tanto,
es probable que NIpl juegue un papel indirecto en el mantenimiento de un
peptidoglican estable, en la resistencia osmoética o en la integridad de la envoltura
celular, evitando que compuestos de alto peso molecular ingresen a la célula. Lo
anterior complementa reportes previos en lo que se sugiere un papel de Nipl en la
division celular y formacién del peptidoglican. Por ejemplo se sabe que cepas
mutantes de nlpl a temperaturas de 42°C generan filamentos y ademas resultan
menos tolerantes a la presion osmotica (Ohara et al., 1999), lo que sugiere que
existen problemas en los ultimos pasos de la division celular y que el
peptidoglican, el cual es el encargado de la tolerancia a cambios en la

osmolaridad, esta viendo comprometida su formacion o estabilidad.
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También se ha observado que mutaciones en nlpl generan fenotipos similares a
los de mutantes en las proteinas fts, del inglés “filamenting temperature-sensitive”
(Addinall et al., 1996). Muchas de estas proteinas fts forman parte del complejo
multiproteico llamado divisoma o del anillo septal. La formacion de este complejo
inicia con la polimerizacion de la proteina FtsZ en una estructura similar a un anillo
(anillo Z) en el sitio de division; y una vez formado el anillo, se reclutan al mismo
sitio otras proteinas esenciales para la divisién celular entre las cuales se incluyen
algunas proteinas fts, ademas de algunas PBPs. Las PBPs se encargan de las
reacciones de transpeptidacion y transglicosilacion en la formacion del
peptidoglican (Singh et al., 2012), donde, especificamente, PBP1 se encarga de la
elongacion de la célula en el ciclo de division celular y PBP3 del proceso de
formacion del septo (Pehau et al.,, 2012; Typas et al., 2012). Dos de los
antibidticos utilizados en el estudio, corresponden a la familia de los beta-
lactdmicos y actuan sobre estas proteinas, la cefsulodina que actua sobre la PBP1
y la cefalexina sobre la PBP3 (Chung et al., 2009).

Cuando los mutantes de nlpl crecen en presencia de cefsulodina, se lisan mas
rapida y claramente que la cepa tipo salvaje, mismo comportamiento que
presentan los mutantes de ftsZ y ftsl, componentes del divisoma (de Pedro et al.,
2002). Esto podria indicar que al no encontrarse proteinas esenciales para la
formacion del divisoma -como FtsZ, Ftsl, PBP3 y posiblemente Nlipl-, éste queda
incompleto y por lo tanto no puede completarse la divisiéon celular y la bacteria

resulta mas susceptible a este antibidtico.

Por su parte, cuando mutantes de nlpl crecen en presencia de cefalexina y de
acuerdo con la metodologia empleada, se observa un mejor crecimiento con
respecto a la cepa tipo salvaje, lo que probablemente se deba a la formacion de
filamentos y por lo tanto a un aumento de la densidad 6ptica y no propiamente por
division celular; porque para que ocurra la lisis con cefalexina es necesario que el
proceso de formacion del septo se encuentre activo y por ende que la formacion y
el ensamblaje del divisoma se hayan realizado correctamente; por lo que no se

debe interpretar la cefalexina como un agente estimulante del crecimiento. Quizas
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esta falla en la septacion o en el divisoma se deba a que es necesario que Nlpl se

encuentre presente (Chung et al., 2009).

Los fenotipos observados son de penetrancia incompleta, lo que sugiere que Nipl
no es un efector determinante y que quizas juegue un papel indirecto de
regulacion. En este sentido, Nlpl tiene multiples dominios TRP, y proteinas de este
tipo suelen tener actividad chaperona (Prodromou et al. 1999; Edqvist et al., 2006;
Schweiger et al., 2013). Resultados preliminares indican que la ausencia de Nlpl
retarda el plegamiento periplasmico de una betalactamasa (resultados no
mostrados). Las betalactamasas, ademas de las proteinas fts, son periplasmicas y
en Escherichia coli se necesitan chaperonas para el correcto plegamiento de las
proteinas del divisoma (Fujiwara & Taguchi, 2007). Sin estas proteinas, no ocurre
un plegamiento adecuado de las proteinas, la division no puede completarse, y se

generan filamentos (Fujiwara & Taguchi, 2007).

Como se ha explicado, para que ocurra la divisiéon celular debe existir un alto
control en el ensamblaje del divisoma, la formacién de peptidoglican septal y la
separacion de las células hijas. Se ha visto que dicho control se da por medio de
elementos del citoesqueleto pero ademas se han identificado lipoproteinas de
membrana externa que sirven como activadores de las PBPs para la formacién del
peptidoglican. Por ejemplo, en E. coli las lipoproteinas LpoA y LpoB activan la
PBP1a y PBP1b, respectivamente, para que realicen las reacciones de
transpeptidacion de los componentes proteicos del peptidoglican, donde LpoA
predomina en las paredes laterales de la célula y LpoB predomina en la sintesis

de peptidoglican septal (Typas et al., 2010).

Por otra parte, se ha demostrado que la membrana externa no puede separarse
genéticamente de la pared celular y se sugiere una relacion entre NIpl y las
amidasas, enzimas encargadas de separar el peptidoglican septal de las células
en formacion (Frandi et al., 2014). La relacién entre NIpl y las amidasas se
propone debido a que, mutantes de las amidasas presentes en E. coli, al igual que
los mutantes de nlpl, generan filamentos al ser incapaces de separar el

peptidoglican (Peters et al., 2011; Frandi et al.,, 2014); ademas de que en los
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mutantes de las amidasas también se afecta la estabilidad de la membrana
externa y pared celular, por lo que aumenta la sensibilidad a detergentes como
bilis y antibioticos como la lisozima y la bacitracina, al igual y como se observa en
el crecimiento del mutante de nlpl en presencia de este ultimo estresante (Frandi
et al., 2014).

Segun Nichols et al.,, 2011, mutantes de nlpl de E. coli presentan una elevada
sensibilidad a cefsulodina y ceftazidima, lo cual correlaciona con los resultados
obtenidos en este trabajo. A su vez, mutantes de E. coli para envC presentan
fenotipos de sensibilidad de mayor correlacién con los mutantes de nlpl, siendo
EnvC un importante activador de amidasas y por tanto, de degradacion de

peptidoglican en el sitio de divisién en E. coli (Peters et al., 2013).

También, esa inestabilidad de la envoltura celular debida probablemente a la
formacion de un divisoma y septo incompletos, puede estar involucrada a su vez
en el aumento en la lisis ante la exposicion a agua destilada que muestra el
mutante de nlpl con respecto a la cepa tipo salvaje, la cual si es capaz de
adaptarse a la presion osmotica ejercida. Esto sugiere de nuevo una relacion de
Nipl con el peptidoglican y su formacién, indispensable para que las bacterias
resistan la presiébn osmotica. Ademas, se ha visto que ante cambios en la
osmolaridad del medio donde crecen las bacterias, las PBPs cambian tanto su
ubicacion como expresion y por lo tanto se afecta la formacion del peptidoglican
(Piuri et al., 2005; Hocking et al., 2012). Ese cambio en la expresion de las PBPs
también se observa ante la ausencia de NIpl, ya que la cepa mutante refleja una
disminucién leve en la tincidn con bocilina con respecto a la cepa tipo salvaje, lo
que indica que las PBPs, ademas de verse afectadas por la osmolaridad,
probablemente algunas de ellas requieran de la presencia de NIpl para realizar

sus funciones de transpeptidacion y transglicosilacién del peptidoglican.

Debido a la relacion de Nlpl con las PBPs y las reacciones de transpeptidacion en
la formaciéon de peptidoglican y lo que se observa con las amidasas, se sugiere
que NIipl regula negativamente la accidén de las endopeptidasas e hidrolasas que
se encargan de la degradacion del peptidoglican septal para la separacion de las
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células hijas. Apoyando esta nocidn se ha encontrado que mutantes de nlpl tienen
concentraciones elevadas de los monomeros de tetrapéptidos que componen la
pared celular debido a que las enzimas continuan degradando esta estructura, al
estar ausente su proteina reguladora, que en este caso podria ser Nlpl al menos

de forma parcial (Frandi et al., 2014).

Esos filamentos que se forman en los mutantes de nlpl y otras proteinas, tienen
mas implicaciones. Al inhibirse la divisién del septo por el ensamblaje incorrecto
del divisoma, se acumula peptidoglican incompleto en el septo y aumenta la
permeabilidad de la célula, lo cual permite la entrada a la célula de moléculas de
alto peso molecular. Por ejemplo se puede mencionar el cristal violeta, lo cual
explica que se observe en el mutante de nlpl un aumento en la sensibilidad a este
compuesto (Heidrich et al., 2002 y este trabajo). Con la vancomicina se esperaria
el mismo fendbmeno por ser también un compuesto de alto peso molecular. No
obstante, cuando NIpl esta ausente se incrementa la tolerancia a este antibiotico;
quizas porque la transpeptidacion se encuentra inactiva y que por lo tanto no se

encuentra el sitio blanco de este antibidtico.

Existen mas evidencias que indican que NIpl se encuentra altamente relacionada
con la formacion del septo. Por ejemplo, si se desea purificar NIpl se ha observado
que se co-purifica Tsp (datos no publicados), una proteasa periplasmatica que se
encarga de procesar la region C-terminal del precursor de la PBP3. También, al
fusionar NIpl con la proteina verde fluorescente, se puede notar que en células en
division NIpl se localiza en el centro de las células y que en células recién
divididas se localiza en los polos, especificamente en el extremo que compartian

con la célula de la que se separaron (datos preliminares).

El peptidoglican que se encuentra en el proceso de formaciéon del septo es un
poco diferente al que ya contiene la célula en divisiéon. Se diferencian en que las
cadenas de azucares del peptidoglican septal se encuentran menos unidas por
medio de los puentes proteicos y por lo tanto también contiene mayor cantidad de
pentapéptidos (de Pedro & Schwarz, 1981). Se cree que el peptidoglican nuevo se
debe redistribuir por el resto de la célula, para lo cual primero debe separarse por
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medio de hidrolasas y seguidamente es capaz de moverse a lo largo de la pared
celular gracias a que se encuentra anclado a lipoproteinas de la membrana
externa (de Pedro & Schwarz, 1981).

Ademas de su relacidén con la septacion, este trabajo planteaba que NIipl podria
funcionar como un sensor en la membrana externa ante exposicion a agentes
estresantes. Con el fin de estudiarlo, se midié la expresion del gen codificante a
través del tiempo mediante PCR en tiempo real en condiciones basales y en
presencia de agentes estresantes. La expresidon de nlpl en un cultivo en
condiciones basales aumenté a traves del tiempo en las primeras 24 horas de un

cultivo.

Por su parte, en presencia de bacitracina, a pesar de que la cepa salvaje de S.
enterica ve afectado su crecimiento, aumenta levemente la expresion del gen de
nipl en las primeras 6 horas de cultivo con respecto al control y a las 24 horas mas
bien hay una represion del gen. En cultivos con cefalexina y cefsulodina, la cepa
puede crecer pero de igual manera la expresion del gen aumenta levemente a
través del tiempo en el caso de cefalexina y a las 6 horas en el caso de
cefsulodina. Lo anterior refuerza la hipétesis de que Nlipl responde a la exposicion
ante agentes estresantes de envoltura celular aumentando, al menos un poco su
expresion (el incremento en el RQ es muy sutil), cuando se compara con las
condiciones basales; lo que sugiere que NIpl podria funcionar como un sensor a
nivel de la membrana externa, trasladar informacion hacia el interior de la célula y
asi poder generar una respuesta ante el estrés. La posible comunicacién hacia el
interior de la célula, debido al contexto gendmico de nlpl, probablemente sea con
el degradosoma, un complejo multiproteico citoplasmatico que se encarga de
regular la expresion genética. Los componentes del degradosoma se organizan
como estructuras helicoidales a lo largo de toda la célula, y se ha postulado que el
degradosoma, tal y como ocurre con el divisoma, se asocia al citoesqueleto.
Especificamente, RNasaE se encuentra asociada con la proteina MinD, proteina
del citoesqueleto bacteriano que se encarga de situar el sitio de divisién en el

centro de la célula correctamente. Si NIpl funciona como un sensor de estrés de
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envoltura, tendria la oportunidad de interactuar con el degradosoma en el sitio de
division durante la septacion, cuando la membrana externa se acerca mas a
componentes internos de la célula (Taghbalout & Rothfield, 2007). Si se muta el
dominio de RNasaE que posibilita su localizacion subcelular helicoidal, se observa
formacion de filamentos al igual que en mutantes de nlpl, al igual que se observa
la formacion de protuberancias por la debilidad del peptidoglican en el sitio de
division (Taghbalout & Rothfield, 2007). Ademas, esa relaciéon entre Nipl y el
degradosoma se ha consolidado aun mas al estudiar los fenotipos que resultan en
mutantes de componentes del degradosoma y de nlpl. Por ejemplo, tanto
mutantes de nlpl como mutantes de pnp expresan una habilidad disminuida de

aclimatacion al frio (Rouf et al., 2011).

Los resultados son compatibles con la hipoétesis de que el mutante de nlpl es mas
sensible a estresantes de la envoltura externa, por lo que se llega a las siguientes

conclusiones:

NIpl se requiere para mantener la integridad de la pared celular y de la membrana

externa.

El mutante de nlpl resulta mas sensible a estresantes de membrana externa, pero

mas aun a estresantes de pared celular.

Los resultados sugieren que Nlipl juega un papel fundamental en la division celular,
posiblemente en lo que es la formacion de septo y el ensamblaje del divisoma de
forma indirecta, por lo que se le puede atribuir un papel regulatorio del crecimiento

bacteriano, posiblemente por una actividad chaperona.
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Anexos

Anexo |l. Curvas de crecimiento de la cepa tipo salvaje de Salmonella enterica
serovar Typhimurium (SR11) y la cepa mutante de nlpl (319), en presencia de
agentes estresantes de pared celular y membrana externa, a diferentes
concentraciones con el fin de seleccionar la concentracion en la que se observa la

mayor diferencia en el crecimiento entre las cepas.
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