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RESUMEN

Salmonella enterica serovar Typhimurium es una bacteria que frecuentemente
produce infeccion en los seres humanos, siendo las aves y huevos infectados los
principales vehiculos de transmision. Para lidiar con este problema es necesario el
desarrollo de una vacuna eficiente para aves contra S. Typhimurium, el cual esta
relacionado con el conocimiento de la estructura tridimensional de todas las
proteinas asociadas a la virulencia del patégeno, como FimH; una adhesina que
permite la union del patdgeno a la célula huésped. El primer paso para resolver la
estructura tridimensional de FimH de S. Typhimurium mediante cristalografia es la
obtencidn de proteina soluble, por ello en el presente trabajo se realizé un analisis
in silico de la secuencia protéica de FimH utilizando herramientas y programas
bioinforméticos online con la finalidad de elaborar constructos genéticos de
expresion in vitro que permitan obtener fragmentos proteicos de FimH solubles.
Los resultados del andlisis in silico postularon la idea de que FimH tiene dos
dominios: un dominio de lectina (25-186aa) y un dominio de pilina (187-335aa),
ademas se logré elaborar 3 constructos genéticos in vitro (pFimH2s-33sr-DsF,
pFimHzg7-335pp-DsF, pFimHazs.1861p), €l primer y segundo constructo (pFimHazs.
33srL-DsF, pFimHag7.335pp-DSF) fueron de co-expresién y contenian las secuencias
nucleotidicas de fimHzs-s3srL Y fimH1s7-335p0 respectivamente conjuntamente con la
secuencia nucleotidica de dsF; y el tercer constructo (pFimHazs.186.0) fue de
expresion y contenia la secuencia nucleotidica de fimHzs.18610, las secuencias
nucleotidicas de fimHas.33sr, fimHig733spp Yy fimHas.186.0 fueron confirmadas
mediante secuenciamiento. Luego de los ensayos de expresion se determiné que
todas las proteinas de interés (FimHzs.33sr, FimHig7-33spp Y FimH2s.18610) S€
expresaban en las cepas BL21(DE3), TUNER, ARTIC y Rosetta, asimimo luego de
los ensayos de solubilidad se logro obtener FimHas.1g6.p Soluble en la cepa
BL21(DE3).

Palabras clave: S. Typhimurium, FimH, in silico, in vitro, clonacion,

secuenciamiento, expresion, solubilidad.



ABSTRACT

Salmonella enterica serovar Typhimurium is a bacteria that frequently causes
infection in humans, birds and eggs infected are the main transmission vehicles. To
deal with this problem it is necessary to develop an efficient vaccine for birds
against S. Typhimurium, which is related to the knowledge of the three-dimensional
structure of all the proteins associated with the virulence of the pathogen, such as
FimH; an adhesin that allows the union of the pathogen to the host cell. The first
step to solve the three-dimensional structure of FimH of S. Typhimurium by
crystallography is obtaining soluble protein, therefore in the present investigation
an in silico analysis of the protein sequence of FimH was carried out using online
bioinformatics tools and programs with the purpose to elaborate genetic constructs
of expression in vitro that allow to obtain protein fragments of FimH soluble. The
results of the in silico analysis postulated the idea that FimH has two domains: a
lectin domain (25-186aa) and a pilin domain (187-335aa), besides, three genetic
constructs in vitro were elaborated (pFimHzs.a3sr-DsF, pFimHig7-33spp-DSF,
pFimH2s.1861.0), the first and second constructs (pFimH2s.33srL-DsF, pFimH1g7-335pp-
DsF) were for co-expression and contained the nucleotide sequences of fimH2s-33sFL
and fimHas7-335pp respectively in conjunction with the nucleotide sequence of dsF;
and the third construct (pFimH2s.18s.p) Was for expression and contained the
nucleotide sequence of fimH2s.1s6Lp, the nucleotide sequences of fimH2s.assrL,
fimH1s7-335pp and fimH2s.186.0 Were confirmed by sequencing. After the expression
assays it was determined that all the proteins of interest (FimH2s-33srL, FimH1g7-33spp
and FimHzs.186.0) Were able to express in strains BL21 (DE3), TUNER, ARTIC
and Rosetta, similarly after to perform the solubility tests, soluble FimHzs.1860 Was
obtained in strain BL21 (DE3).

Key words: S. Typhimurium, FimH, in silico, in vitro, cloning, sequencing,

expression, solubility.



. INTRODUCCION

Salmonella es un género bacteriano de importancia en la salud humana porque
produce la enfermedad denominada salmonelosis en decenas de millones de
personas anualmente y provoca méas de cien mil muertes, generando pérdidas
econdmicas en salud pablica. Salmonella enterica serovar Typhimurium junto con
Salmonella enterica serovar Enteritidis son las serovariedades mas frecuentes en

los casos de salmonelosis.

Los vehiculos de transmision de Salmonella méas importantes son los huevos y la
carne de aves de corral. Aves y huevos infectados no pueden comercializarse para
consumo, por ello un mal control de Salmonella en las industrias avicolas origina

pérdidas econémicas.

Hasta el momento las industrias avicolas no alcanzan el 100% de control de
Salmonella. La vacunacion es una herramienta que puede prevenir la colonizacion
de Salmonella permitiendo controlar el problema desde su inicio; sin embargo, las
vacunas actuales no reducen al 0% la colonizacion en aves infectadas. Para el
desarrollo de una vacuna eficiente se debe conocer la estructura tridimensional (3D)
de todas las proteinas relacionadas a la virulencia del patdégeno, para asi reconocer
los epitopes antigénicos que generan respuesta celular y/o humoral y luego
realizarle algunas modificaciones aumentando su carécter antigénico. Una proteina
importante en la virulencia de Salmonella es FimH, proteina ubicada en la punta de
la fimbria que corresponde a una adhesina y que se une a residuos de manosa de
glicoproteinas ubicadas en la superficie de células eucariotas colaborando en la

colonizacion del patogeno.

Las investigaciones sobre la estructura 3D de FimH de Salmonella realizadas hasta
ahora son in silico y sus resultados no son concluyentes debido a que toman como
base la estructura de FimH de Escherichia coli con la cual solo tiene el 15% de

homologia. Tener la estructura 3D resuelta experimentalmente de FimH de



Salmonella proporcionaria informacién mas exacta de la posicion de sus epitopes,
para resolver esta estructura 3D mediante cristalografia el primer paso es lograr su

expresion soluble.

El objetivo principal de este proyecto es elaborar constructos genéticos para obtener

FimH de Salmonella enterica serovar Typhimurium soluble.



[I. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de Salmonella enterica ser.

Typhimurium

2.1.1 Taxonomia de Salmonella enterica ser. Typhimurium

Segun el sistema de clasificacion del Centro de Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC- Centers for Disease Control and Prevention) el género
Salmonella tiene dos especies: S. enterica y S. bongori, ademas S. enterica se
divide en seis subespecies (I, enterica; Il, salamae; llla, arizonae; IlIb,
diarizonae; IV, houtenae y V1, indica) y a su vez la subespecie entérica cuenta
con varios serovares, entre ellos los mas conocidos son: Enteritidis,
Typhimurium, Typhi y Choleraesuis (Brenner et al. 2000), de esta manera
Salmonella enterica ser. Typhimurium tiene la siguiente clasificacion

taxondmica.

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria

Orden: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae

Género: Salmonella (Lignieres, 1900)

Especie: Salmonella enterica

Subespecie: Salmonella enterica subsp. enterica

Serovar (serotipo): Salmonella enterica subsp. enterica Serovar

Typhimurium



2.1.2 Caracteristicas de Salmonella enterica ser. Typhimurium

Salmonella enterica ser. Typhimurium son bacterias Gram-negativas, en
forma de bacilo y son anaerdbicas facultativas (Zeiner et al. 2012). Son
organismos quimio-organotroficas con la capacidad de metabolizar nutrientes
por vias respiratorias y fermentativas, crecen de manera 6ptima a 37 °C y
catabolizan D-glucosa y otros carbohidratos, con la produccidon de acido y gas
(Doyle y Buchanan, 2013).

El género Salmonella es el primer agente conocido con mayor incidencia en
ndmero de outbreaks transmitidos por alimentos (EFSA y ECDC, 2015)
(Grafico N°1), siendo Salmonella enterica ser. Enteritidis y Salmonella
enterica ser. Typhimurium los serovares mas frecuentes (Arnedo, 2017). Las
aves de corral y los huevos son los vehiculos alimentarios que originan la
mayoria de brotes causados por Salmonella en la Union Europea (E.U.) y
Estados Unidos (E.E.U.U.): En la E.U el 46,1% de casos de infeccion se
origind por la ingestion de huevos y productos derivados de huevos y el 2,8%
a la carne de pollo y productos derivados, siendo en conjunto el 50% (WHO,
FAO 2002; CDC, 2009; Doyle y Buchanan 2013, EFSA y ECDC, 2015)
(Grafico N°2A), y en los E.E.U.U el 29% de casos de infeccion se origino por
la ingestion de aves de corral y el 18% por huevos, sumando en conjunto el
47% (CDC, 2009) (Gréafico N°2B).

El afio 2007 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) realiz6 una
evaluacion de riesgos sobre salmonelosis y se identificé una relacion entre la
prevalencia de infeccion por Salmonella en aves de corral y los casos
humanos de salmonelosis, en base a este resultado se concluyd que la
reduccion en las tasas de infeccion por Salmonella en aves de corral

conduciria a una reduccién directa de la enfermedad en humanos.



2.2 Fimbrias en el mecanismo de infeccidén de Salmonella

Para el desarrollo de una enfermedad bacteriana es necesaria que se lleve a cabo un
proceso de infeccion, el cual cuenta con los siguientes pasos: adhesidn (interaccion
entre hospedero-microorganismo), invasion, replicacion, resistencia a los
mecanismos de defensa del hospedero y finalmente dafio al hospedero (Figueroa y
Verdugo, 2005). La adhesion a la célula huésped es un mecanismo de infeccién, en
Salmonella es realizada por moléculas de superficie, organelas y maquinarias, tales
como fimbrias, flagelos y sistemas de secrecion de tipo 3 (T3SS) que hacen posible
el contacto con las células huésped y el suministro de moléculas que ayuden a la
posterior colonizacion, invasion y transmisién a nuevos huéspedes (Yue y Schifferli
2014, Olbertz et al. 2015), por ello las fimbrias son consideradas factores de

virulencia importantes en la patogénesis de Salmonella (Dufresne y Daigle, 2017).

Las fimbrias se organizan en grupos de genes, de cuatro a quince genes, que
codifican proteinas estructurales, de ensamblaje y reguladoras. Hay tres tipos de
fimbrias de acuerdo a su ensamblaje: Las fimbrias chaperona/ujier (CU), las
fimbrias nucleacion/precipitacion y fimbrias de tipo IV que requieren un aparato
transmembrana y ATP para energizar la reaccion (Dufresne y Daigle, 2017).
Salmonella expresa una amplia variedad de fimbrias con diferente especificidad de
union (Tabla N°1) (Figueroa y Verdugo, 2005). Varias fimbrias se conservan entre
los serovares de Salmonella, mientras que algunas estan presentes en un conjunto
limitado o s6lo serovares especificos, sin embargo el grupo de genes fim que
codifica las fimbrias de tipo 1 se encuentra en la mayoria de serovares y €s
ampliamente estudiado, y presenta su propio conjunto de reguladores (Dufresne y
Daigle, 2017). La fimbria tipo 1 que estd constituida por lo general por cuatro
subunidades diferentes (FimA, FimF, FIimG y FimH), alrededor de 1000
subunidades de FimA se enrollan helicoidalmente seguidos de una copia de FimG
y FimF, y un extremo distal de adhesina FimH, estas subunidades son ensambladas
por la via chaperona/ujier (Fronzes et al. 2008, Bush y Waksman, 2012, Thanassi
etal. 2012 y Bush et al. 2015).



2.2.1 FimH de Salmonella en la colonizacion

La subunidad FimH de la fimbria tipo 1 es la responsable de la adhesion a las
células huésped mediante su union a los residuos de manosa de la célula
huésped; por lo tanto, cualquier variacion de alelo o mutacion puntual que
cambie la estructura de FimH modificara su adherencia y especificidad a la
célula huésped (Singh, 2013), esto también fue confirmado mediante
investigaciones experimentales: Guo et al. 2009 utilizaron las cepas de S.
Typhimurium AJB3 y SL1344 que difieren en solo un aminoacido
Asp158Tyr en la secuencia protéica de FimH y demostraron que solo la cepa
AJB3 se unia eficientemente a las células de mamifero (células dendriticas-
CD y células HEp-2). Dwyer et al. 2011 evidenciaron que los polimorfismos
en un solo nucledtido (SNP- Single nucleotide polypmorphisms) de la
proteina FimH en cepas de S. Typhimurium determinaban su adherencia a
eritrocitos y/o células HEp-2 o la no adherencia. Asimismo en la
investigacion de Zeiner et al. 2012 realizaron deleciones de algunos genes
(FimA, fiml, fimH y fimF) de S. Typhimurium y al comparar estos resultados
con estudios en Escherichia determinaron que FimF y FimH eran necesarios
para ensamblar la fimbria de S. Typhimurium y por lo tanto para su adhesion
al huésped, pero que no eran necesarios para ensamblar la fimbria de E. coli
que podia realizarlo en ausencia de estas proteinas, estos resultados sugerian
que a pesar que ambas bacterias utilicen la via chaperora/ujier el sistema de
ensamblaje de estas bacterias es diferente.

2.3 Expresion soluble de proteinas recombinantes

La expresion soluble de proteinas recombinante es fundamental para el desarrollo
de investigaciones en biotecnologia, debido a que a facilita la obtencién de
proteinas puras en alta concentracion, las cuales luego pueden ser empleadas para
realizar estudios estructurales o funcionales de la proteina, o para su posible uso
terapéutico (Kramer et al. 2012, Chan et al. 2013).



2.3.1 Expresion soluble de proteinas y su relacién con la biologia

estructural

En el campo de biologia estructural, una de las técnicas mas empleadas para
resolver la estructura 3D de una proteina es cristalografia de rayos X; técnica
que a una resolucion suficientemente alta proporciona las coordenadas de los
atomos y que depende de la formacion cristales (Michael, 2011), siendo el
primer paso para formar buenos cristales es la obtencion de proteina soluble en

gran concentracion (Song, 2009).

2.3.2 Resolucion de la estructura 3D de proteinas y su relacién con

el desarrollo de una vacuna eficiente contra Salmonella

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 1998, con la finalidad de
disminuir la contaminacion vertical, reconocio los programas de vacunacion
como parte de una estrategia de control global del género Salmonella en

animales que forman parte de nuestra alimentacion, como los pollos.

De acuerdo a una revision realizada por Desin et al. 2013 todas las vacunas
contra Salmonella en aves de corral desarrolladas hasta el momento se
dividen en 3 categorias: vacunas inactivadas, vacunas vivas atenuadas y
vacunas de subunidades, concluyen que a pesar de los numerosos estudios
todavia existe la necesidad de desarrollar vacunas mas seguras y bien
definidas. De acuerdo a Agudelo y Patarroyo M., 2010 para desarrollar una
vacuna eficiente se debe estimular una respuesta inmune adecuada mediada
por interacciones moleculares con diferentes tipos de células. Entre ellos, se
ha demostrado que la union de péptidos antigénicos a la molécula del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) expresada en la membrana

de las células presentadoras de antigeno (APC) y su posterior reconocimiento



por el receptor de células T es crucial. En otra investigacion realizada por
Patarroyo M. et al. 2015 concluyeron que para desarrollar vacunas légicas y
racionales se debe tener toda la informacion estructural en 3D de las
moléculas del patogeno involucradas en la invasion de las células huésped
para luego identificar los epitopes, hacer modificaciones y hacerlas altamente
inmunodgenas y protectoras denominadas, péptidos modificados con alta
actividad de union (mHABPs- modified high activity binding peptides), asi
mismo es importante conocer la estructura en 3D del complejo de
histocompatibilidad Il (MHCII) y receptores de linfocitos T (TCR).

2.3.3 Estudios estructurales de FimH

Hasta el momento en el PDB (Protein Data Bank) hay 65 estructuras 3D
resueltas que tienen la subunidad FimH, sin embargo todas corresponden a
FimH de Escherichia coli, una de esas estructuras corresponde a los
resultados de la investigacion realizada por Sauer et al. 2016 en el que
hicieron estudios sobre el tipo de regulacion alostérica catch-bound que tiene
la proteina FimH de Escherichia Coli Uropatogénica (UPEC) en su union con
residuos de manosa y que esta relacionada con la permanencia de la infeccién
urinaria, los resultados demuestras que en ausencia de fuerza de traccion el
dominio de la pilina de FimH acelera alostéricamente la disociaciéon del
dominio de la lectina de FimH de los residuos de manosa por 100.000 veces,
resultando en afinidad débil, por otro las bajo tensién se suprime la
interaccidn alostérica y aumenta la afinidad del dominio lectina por los

residuos de manosa.

Debido a que la estructura de FimH de Salmonella ain no ha sido resuelta los
estudios estructurales se realizan a nivel bioinforméatico como el realizado por
Kisiela et al. 2011 que en su estudio toman como base la estructura
tridimensional de Escherichia a pesar que solo comparte el 15% de identidad

de secuencia con la Salmonella, la investigacion concluye que a pesar de la



identidad limitada en la secuencia primaria de ambos FimH, estas dos
proteinas comparten una topologia de estructura terciaria que permite
identificar dos dominios (dominio de pilina y dominio de lectina) con un
bolsillo de unién a manosa ubicado en el apice del dominio de lectina,
asimismo sugieren que por analogia FimH de Salmonella también tiene
regulacion alostérica catch bound. Segun la revision realizada por Gupta et
al. 2014 la estructura 3D de una proteina determina su funcion biolégica por
ello si no se cuenta con estructuras resueltas se puede predecir la estructura
3D bioinforméaticamente por el método de homologia y los resultados seran
mas confiables si la secuencia tiene una homologia > 50%. Sin embargo se
debe tomar en cuenta que a pesar de los progresos significativos para
aumentar la calidad de los modelos a nivel experimental ain hay varios
desafios y deficiencia y a menudo los resultados bioinformaticos representan
solo fracciones de la longitud total de la proteina deseada, dejando preguntas

no resueltas.

Mientras no se resuelva la estructura 3D de FimH de Salmonella las
conclusiones a partir de la estructura de FimH de Escherichia coli no son
resultados concluyentes, es decir no se puede ubicar con precision sus

epitopes o se puede asegurar gue tenga regulacion alostérica catch bound.

2.4 Tecnologia de ADN recombinante

Tecnologia del ADN recombinante es la técnica que permite que el ADN se
produzca a traves de medios artificiales. ElI procedimiento se ha utilizado para
cambiar el ADN en organismos vivos; y consiste en el aislamiento y amplificacion
de un gen de interés para clonarlo insertandolo mediante enzimas de restriccién en
otra molécula de ADN que sirve como vehiculo o vector (puede ser plasmido,
cosmidos, etc) y que pueden replicarse en células vivas (Tuan R. 1997, Stryjewska
et al. 2013). La tecnologia de ADN recombinante es posible mediante la

elaboracion de constructos genéticos los cuales dependiendo del disefio del



investigador pueden delecionar un gen, insertar un gen o expresar proteinas
recombinantes (Liu, 2013, Beker et al. 2016).

24.1

24.2

Elaboracidbn de constructos genéticos para expresar

proteinas recombinantes

Un constructo genético puede elaborarse con la finalidad de expresar
solublemente una proteina recombinante, en este caso para aumentar la
probabilidades de obtener proteina soluble se debe realizar un analisis in
silico, previo al disefio del constructo genético, de parametros como:
codones raros, toxicidad, péptido sefial, proteinas transmembrana, regiones

intrinsecamente desestructuradas, entre otros (Welch et al. 2011).

Constructos genéticos para expresar solublemente proteinas

de Salmonella

Se obtuvo FimH de Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium
soluble mediante el disefio de constructos genéticos en el plasmido
pTrcHis2b, luego de purificarlas se realizaron estudios de adhesion,
demostrando que ambas proteinas se unen fuertemente a la linea celular del
carcinoma de colon humano HT-29 y la linea celular de cancer de vejiga
humana Hu 1703He (Kisiela et al. 2005, Kisiela et al. 2006).

Se obtuvo la subunidad FliC y el sitio antigénico principal de FIiC (SEp9)
solubles de Salmonella enteritidis (SE) realizando constructos genéticos en el
plasmido pDEST15, luego de purificarlos compararon su efecto sistémico con
SE desflagelada y la bacterina comercial (Layermune SE), se concluyé que la
subunidad FIiC puede desempefiar un papel importante como una vacuna de

subunidad ya que produce reaccion inmunologica continua en la infeccion y



también interviene en la presentacion de antigenos (Mizumoto et al. 2004,
Toyota et al. 2009)

Se obtuvieron proteinas pertenecientes a la isla de patogenicidad 2 (SPI- 2)
de Salmonella Enteritidis solubles elaborando constructos genéticos en el
plasmido pQE-30, luego de purificarlos fueron evaluados como vacunas, 10s
resultados evidenciaron que luego del desafio con la cepa virulenta Sal18 los
grupos vacunados desarrollaron respuesta humoral significativa, titulos de
IgG (p<0,0001), y que estos anticuerpos eran transferidos a la progenie;
adicionalmente (Desin et al. 2009, Wisner et al. 2011)

Se obtuvieron las proteinas invG, prgl, sipC, sipD y sopB presentes en la
superficie bacteriana y codificadas por los genes de la isla de patogenicidad
1 (SPI-1) de S. Enteritidis solubles mediante la elaboracién de constructos
genéticos empleando plasmidos pQE-30 o pET-15b, luego de purificar dichas
proteinas se evalud si podian funcionar como vacuna, se determinG que
mediante vacunacion oral se puede inducir respuestas especificas mediante
anticuerpos IgG reduciendo los niveles de S. Enteritidis en el higado, se
concluye que SPI-1 podria ser un componente importante en vacunas de
subunidades (Desin et al. 2011).



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de investigacion

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Biologia Estructural Aplicada
(LBEA) perteneciente al Departamento de Microbiologia del Instituto de Ciencias
Biomeédicas (ICB) de la Universidad de S&o Paulo (USP) con coordenadas de
23°33'34"S 46°4326"0, ubicada en la Av. Professor Lineu Prestes 1374 de la

Cidade Universitaria, estado de Séo Paulo, pais de Brasil.

3.2 Adquisicion de kits, plasmidos y cepa

Las secuencias nucleotidicas correspondientes a FimH fueron amplificadas de una
cepa de Salmonella enterica serovar Typhimurium, aislada de Cavia porcellus
"Cuy" por el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Ricardo Palma (URP). Asimismo, se emplearon los siguientes
kits: kit de amplificacion de PCR, kit de purificacién de gel de agarosa y de
producto de PCR, kit de ligacion de ADN Yy kit de aislamiento de plasmido. Se
utilizaron los plasmidos pET28a" y pET-DUET como vectores de expresion y co-
expresion respetivamente, donados por el laboratorio LBEA de la USP.

3.3 Elaboracion in silico de constructos genéticos de
fimH.

Inicialmente se reconocio la secuencia nucleotidica de fimH y la secuencia proteica
FimH utilizando la base de datos KEGG- Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes (disponible en http://www.genome.jp/kega/), a continuacion se realizo un

analisis in silico de la secuencia proteica y considerando los conceptos de Kapp et


http://www.genome.jp/kegg/

al. 2000, Scarsi et al.1999 y Yesylevsky et al. 2006 se evaluaron los siguientes
indicadores: identificacion de dominios proteicos (para ello se empled las bases de
datos del NCBI- Conserved domains, Pfam y SMART, disponibles en
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi, http://pfam.xfam.org/ vy

http://smart.embl-heidelberg.de/), identificacion del péptido sefial (para ello se

utiliz6 la herramienta  bioinformatica  SignalP 4.1  disponible en

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), identificacién de regiones

transmembrana (para ello se utilizé la herramienta bioinformatica TMHMM Server
v. 2.0 disponible en http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM)/), identificacion de

regiones intrinsecamente desestructuradas (para ello se utilizd la herramienta

bioinforméatica IUPRED disponible en http://iupred.enzim.hu/) y analisis de

plegamiento de dominios proteicos (para ello se utilizaron las herramientas
bioinformaticas SWISS-MODEL y Phyre2 disponibles en
https://swissmodel.expasy.org/ y http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre?). Luego se

determinaron las secuencia nucleotidicas a clonar y finalmente utilizando el
programa SnapGene se realizd la clonacion in silico de las secuencias nucleotidicas
de interés en los plasmidos pET28a+ y pET-DUET.

Se elaboraron tres constructos: dos constructos para co-expresar dos proteinas
utilizando el plasmido pET-DUET y un constructo para expresar una proteina
utilizando el plasmido pET28a*. De los constructos: el primer constructo (pFimH2a-
33srL-DsF) se disefid para co-expresar toda la proteina FimH (FimH24-335r1) excepto
los primeros 24 aminoécidos que corresponden a un péptido transmembrana, y un
péptido de 20 aminoacidos (NSSLGEVNIELRGNVVDFTC) perteneciente a la
proteina FimF (DsF) que probablemente evite la formacion de agregados de FimH;
el segundo constructo (pFimH1s7-335pp-DsF) se disefid para co-expresar el dominio
de pilina FimH (FimH1s7-33spp) Y €l péptido de 20 aminoacidos de FimF también
para estabilizar la proteina FimH; y el tercer constructo (pFimH24-186Lp) Se disefio

para expresar el dominio lectina FimH (FimH24-186LD).
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3.4 Clonacion in vitro de las secuencias nucleotidicas de
fimH en los plasmidos pET28a*y pET-DUET.

Para elaborar el primer constructo (pFimH2sassri-pse), se amplificaron las
secuencias nucleotidicas de fimHzs33srL Y dsF con los siguientes cebadores: para
fimH2s.3357L; forward 5° AAAGGATCCATGCCGTAATTCAAACGGGAC 3'y
reverse 5 AAAAAGCTTTCAATCATAATCGACTCGTAGATAGCC 3!, y para
dsF; forward 5° CCCCATATGAACTCATCTCTGGGCGA 3' y reverse 5
CCCCTCGAGTCAGGTAAAATCCACCACGTTAC 3'; ambas secuencias se
clonaron en pET-DUET en dos pasos: en el primer paso, se realizo la digestion de
fimH2s.335rL Y pPET-DUET con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll, estos
ADN se cuantificaron, se llevaron a una concentracion de 15 ng/ul y luego se
ligaron empleando una relacion (1:6) (plasmido: amplicon) obteniendo el plasmido
pFimH2s.335FL, este Ultimo se transformo en la cepa DH5a de Escherichia coli (E.
coli) y luego se aislo, y en el segundo paso el plasmido pFimH2s-33srL y dsF fueron
digeridos con las enzimas de restriccién Xhol y Ndel, se cuantificaron, se llevaron
a una concentracién de 15 ng/ul y se ligaron empleando una relacion (1:6)
(plasmido: amplicén) obteniendo el plasmido pFimHas.33sr-DsF. Para elaborar el
segundo constructo (pFimH1g7-33spp-DsF), dsF se amplifico usando los cebadores
mencionados en el parrafo anterior y fimHais7-33spp Se amplifico utilizando los
siguientes cebadores; forward 5' AAAGGATCCAAGCTACAGCGGCAAAGTG
3" y reverse 5’ AAAAAGCTTTCAATCATAATCGACTCGTAGATAGCC 3
luego ambas secuencias se clonaron en pET-DUET en dos pasos como en el primer
constructo, usando las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll para obtener el
plasmido pFimHis7-33spp Y Xhol y Ndel para obtener el plasmido pFimH1s7-33spp-
DsF. Para elaborar el tercer constructo (pFimH2s-186Lp), fimH24-186.0 Se amplificd
con los siguientes cebadores: Forward 5
TTTGCTAGCTGCCGTAATTCAAACGGGAC 3 y reverse 5
TTTCTCGAGTCAAATGGTATATACCGGCGTGC3, luego el plasmido
PET28a" y fimH24.186.0 fueron digeridos con las enzimas de restriccion Nhel y

Xhol, se cuantificaron, se llevaron a una concentracion de 15 ng/ul y se ligaron



empleando una relacion (1:6) (plasmido: amplicon). Posteriormente los tres
constructos fueron transformados en la cepa DH5a de Escherichia coli (E.coli)
mediante la técnica de shock térmico, con la finalidad de aumentar la concentracion
de ADN plasmidico. Para confirmar que las secuencias de interés (fimH2s-assre,
fimHag7-335pD, fimH24.18610 Y dsF) fueron clonadas en los plasmidos, se aislaron los
3 constructos de la cepa DH5a de E.coli y se realizaron 3 ensayos: amplificacion
de las secuencias de interés, corte por enzimas de restriccion y secuenciamiento,

este Ultimo realizado en Instituto de Quimica (1Q) de la USP.

3.5 Induccion de la expresion de los constructos

elaborados en cepas de expresion.

Para la expresion de los tres constructos (pFimHzs.33sr-DsF, pFimHz1g7-33spp-DsF,
pFimH2s.186.0) Se utilizaron diferentes células de E. coli como: BL21(DE3),
TUNER, ARTIC y Rossetta la cuales previamente fueron transformadas por la
técnica de shock térmico. Los ensayos de induccion de la expresion se realizaron a
diferentes temperaturas; a 37°C en BL21(DE3), a 18°C en TUNER, a 13°C en
ARTIC y a 18°C en Rossetta. Los pldsmidos fueron inducidos con IPTG a una
concentracion de 0.1 mM, se realizd 4 horas de expresion sin induccion y 12 horas
de expresion con induccidn. La expresion de proteinas fue evaluada mediante SDS-

PAGE antes y después de la induccion.

3.6 Determinacion de la solubilidad de los fragmentos

proteicos de FimH.

En primer lugar, se evalud el punto isoeléctrico tedrico correspondientes a las
secuencias proteicas de los fragmentos proteicos que se lograron expresar
utilizando la  herramienta  bioinformatica  ProtParam  disponible en

https://web.expasy.org/protparam/ con la finalidad de conocer el pH 6ptimo de las

proteinas y seleccionar un buffer de lisis adecuado. Posteriormente se realizo


https://web.expasy.org/protparam/

nuevamente la induccion, se colectaron las células por centrifugacion y se
resuspendieron en el buffer de lisis seleccionado, luego se incub6 con lisozima
(concentracion final de 100 mg / ml) y PMSF (1 mM) durante 1 hora sobre hielo,
después se lisaron las células por sonicacion y las fracciones solubles se separaron
de material insoluble por centrifugacion a 14000 rpm durante 20 minutos a 4 °C.
La solubilidad se evalu6 mediante SDS-PAGE de las fracciones solubles e

insolubles.



V. RESULTADOS

4.1 Elaboracion in silico de constructos genéticos

4.1.1 Reconocimiento de la secuencia nucleotidica de fimH y

secuencia proteica de FimH.

Debido a que no contamos con la secuencia completa del genoma de
Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) aislado de
Cavia porcellus "Cuy" se utilizé como referencia la secuencia del genoma
bacteriano de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
14028S para definir la secuencia nucleotidica del gen de interés: fimH
(STM14_0639); el cual estd compuesto por 1008 nt y es el siguiente:

atgaaaatatactcagcgctattgctggcggggaccgegctetttttcacccatcccgegcetggegacggtt
tgccgtaattcaaacgggacggegaccgatatcttttacgacctgtcagatgttttcaccagcggcaataat

cagccgggacaggtggtgacgctgccggaaaaatcaggttgggtcggegtaaacgegacgtgecegg

cggggacaacggtgaattatacctaccgaagctatgtatcagaattaccggtacaaagtaccgaaggaaa
ttttaaatacctcaagttgaatgactaccttctgggcgcegatgageatcaccgatagtgtcgetggegtatttt
atccgccccgtaactatattctcatgggegtcgactataacgtgtcgcagcaaaagecgtttggegtgeag

gactcaaagctggtttttaaattaaaagtgatacggcecttttattaatatggtgacgatccctcgecagacaat
gtttaccgtctatgtgacgacctctaccggcgacgcegttgagcacgecggtatataccattagctacageg

gcaaagtggaagtgccgcaaaactgtgaagtgaatgccggacaggtegtggagtttgatttcggegatat

cggcgcegtegttatttagtcaggegggggegggtaatcgtcegcaaggegtcacgecgcaaacgaaaa

ccattgctatcaaatgtaccaacgtcgcggegcaggcectatttatcgatgeggcttgaagccgaaaaggec
tcagggcaggcgatggtgtccgataatccggatttaggetttgtggttgctaatagcaacggtacgecgctt
acacccaataatttgtcgagtaaaattcegtttcatcttgatgataacgccgecgctcgegtaggtattcgeg

cctggccaatcagegtgacggggattaaaccggeggaagggecgtttactgegegeggctatctacgag
tcgattatgattaa

A partir de la secuencia nucleotidica de fimH se determind la secuencia
proteica de FimH, el cual estd compuesto por 335 aminoacidos (aa):

MKIYSALLLAGTALFFTHPALATVCRNSNGTATDIFYDLSDVFTSG
NNQPGQVVTLPEKSGWVGVNATCPAGTTVNYTYRSYVSELPVQS
TEGNFKYLKLNDYLLGAMSITDSVAGVFYPPRNYILMGVDYNVSQ
QKPFGVQDSKLVFKLKVIRPFINMVTIPRQTMFTVYVTTSTGDALS
TPVYTISYSGKVEVPQNCEVNAGQVVEFDFGDIGASLFSQAGAGN



4.1.2

4121

RPQGVTPQTKTIAIKCTNVAAQAYLSMRLEAEKASGQAMVSDNPD
LGFVVANSNGTPLTPNNLSSKIPFHLDDNAAARVGIRAWPISVTGIK
PAEGPFTARGYLRVDYD.

Analisis in silico de la secuencia proteica de FimH

Con la finalidad de aumentar la probabilidad de obtener proteinas solubles
se realiz6 un andlisis in silico de la secuencia proteica de FimH antes de
elaborar los constructos genéticos, se evaluaron los siguientes parametros:
identificacion de dominios proteicos, identificacién del péptido sefal,
identificacion de regiones intrinsecamente desestructuradas y analisis del
plegamiento de proteinas, para luego determinar la secuencia o secuencias

proteicas de FimH que expresara los constructo.

Identificacién de los dominios proteicos

Se utilizaron 3 herramientas bioinformaticas online para determinar los
dominios de la proteina FimH: la primera fue la padgina NCBI- National
Center for Biotechnology Information Conserved domains (disponible

https://www.nchi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), en el cual la

totalidad de la secuencia proteica (1-355aa) se presentd como un solo
dominio denominado FimH (E-value:0e+00) (Figura N°1A), usando la
segunda herramienta; Pfam- Protein families database (disponible en
http://pfam.xfam.org/) se identifico el dominio fimbrial protein compuesto
por los aminoacidos desde el 187-335aa (E-value:2.3e-19) (Figura N°1B),

finalmente la tercera herramienta SMART- Simple Modular Architecture

Research Tool (disponible en http://smart.embl-heidelberg.de/) debido a

que cuenta con informacién de la base de datos Pfam, también identifico el
dominio fimbrial protein (187- 335aa) pero con un e-value diferente (E-
value:3.2e-22) vya que las paginas no realizan los calculos de manera
idéntica (Figura N°1C).

Los resultados indicaban que habia 2 posibilidades: la proteina constituye

en su totalidad un solo dominio (1-335aa) o la proteina no tiene dominio
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reconocido hasta el aminoacido 186 y luego cuenta con el dominio fimbrial
protein (187-335aa). Por lo general trabajar con una proteina que tiene
varios dominios aumenta el nimero de posibles secuencias a clonar (una
proteina=un dominio=una secuencia a clonar, una proteina=dos
dominios=tres secuencias a clonar, la secuencia proteica completa y las 2
secuencias correspondientes a cada dominio), es por ello que si se da el caso
de que una proteina tenga una secuencia con dominio no reconocido, se
procede a buscar investigaciones sobre; el nimero de dominios de FimH de
otros organismos relacionados, en este caso por ejemplo: Escherichia coli,
y sobre la funcionalidad de cada dominio. En investigaciones realizadas por
Westerlund y Korhonen, 2005, Stahlhut et al. 2009 y Tchesnokova et al.
2011 en E. coli se hace referencia a que FimH tiene reconocido 2 dominios
(un dominio de lectina y un dominio de pilina), y que el dominio de lectina
tiene la funcién de adhesién a residuos de manosa de la célula huésped, en
otras investigaciones realizadas por Grzymajlo et al. 2010 y Grzymajlo et
al. 2013 se concluyé que FimH de Salmonella tiene propiedades de
adhesidn, es decir tiene la misma funcion ejercida por el dominio de lectina
de E. coli. En base a esta conclusion se procedié a comparar la posicién de
los dominios de FimH de E. coli K-12 MG1655 y S. Typhimurium 14028S
utilizando la herramienta online Pfam, se observo que ambas compartian el
dominio fimbrial protein (también denominado dominio de pilina- PD), en
E. coli ubicado desde 167-300aa y en S. Typhimurium ubicado desde 187-
335aa, ademéas E. coli tiene otro dominio; dominio mannose binding
(también denominado dominio de lectina- LD) en la posicion de 24-168aa a
diferencia de S. Typhimurium gue no tiene dominio conocido en la posicién
1-186aa y por ello se postula la hipotesis de que en esta posicion exista un
dominio de lectina (por la posicion y funcién parecida a la de E. coli), sin
embargo no se sabe desde que numero de aminoacido empezaria el dominio
(Figura N°2).



4.1.2.2  ldentificacion del péptido sefial.

Se utilizé la herramienta bioinformatica online SignalP 4.1 Server-

prediction results (disponible en http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)

para identificar el péptido sefial de la proteina FimH de S. Typhimurium.
Los resultados de la pagina se muestran en un grafico que incluye 3 scores
(C-score, S-score e Y-score); el C-score es el puntaje del sitio de escision,
es decir es un puntaje cuyo maximo valor representa el punto de separacién
entre el péptido sefial y la proteina madura, en este caso el C-scoremax es 23
lo que significa que el péptido sefial termina en el aminoacido 22 y la
proteina madura inicia en el aminoacido 23; el S-score es el puntaje de
prediccion del péptido sefial, es decir puntajes altos indican que el
aminoacido es parte del péptido sefial y puntajes bajos indican que el
aminoacido es parte de la proteina madura, en este caso los 22 primeros
aminoacidos tienen los puntajes mas altos; y el Y-score es el puntaje
combinado del sitio de escision, es decir es un puntaje que combina el C-
score y el S-score y nos muestra de manera mas precisa el punto de escision,
esto debido a que el C-score puede dar varios puntajes maximos, aunque en
este caso hay solo un C-scoremax. Analizando los 3 scores se concluye que
FimH de S. Typhimurium tiene un péptido sefial en los primeros 22aa
(MKIYSALLLAGTALFFTHPALA) (Figura N°3).

4.1.2.3 Identificacidn de regiones transmembrana.

Se utiliz6 la herramienta bioinformatica online TMHMM Server v. 2.0.
Prediction of transmembrane helices in proteins (disponible en

http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) para identificar las regiones

transmembrana de FimH de S. Typhimurium. Los resultados se consolidan
en un grafico que muestra 3 tipos de posicionamiento celular
(transmembrana-transmembrane, dentro de célula-inside y fuera de la
membrana -outside) para una secuencia de aminoacidos especifica, en el
caso de FimH se observa que se reconoce como region transmembrana la

secuencia 1-24aa (secuencia que incluye el péptido sefial, mas los siguientes
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2 aminodcidos: treonina (T) y valina (V)), ademas reconoce toda la
secuencia 1-335aa como una proteina que se ubica fuera de la membrana,
resultado que coincide con el hecho de que FimH es una proteina de la
fimbria y por ende se ubica en la parte externa de la membrana (Figura
N°4).

4.1.2.4 Identificacidn de regiones intrinsecamente desestructuradas

Se utiliz6 la herramienta bioinformatica online IUPRED- Intrinsically

unstructured/disordered proteins (disponible en http://iupred.enzim.hu/)

opcién, desorden largo, para determinar si la proteina tenia regiones
intrinsecamente desordenadas, es decir regiones flexibles que carecen de
una estructura tridimensional fija y ordenada, informacidn que nos permite
tener un panorama de nuevos puntos posibles para dividir la proteina y
disefiar mas constructos. Los resultados de la proteina FimH de S.
Typhimurium muestran que no hay regiones con alto grado de desorden
(>0.5), por lo tanto no aumenta el niamero de posibles constructos para la

proteina (Figura N°5).

4.1.25  Analisis de plegamiento de dominios.

La evaluacion de plegamiento de dominios se realiz6 mediante el
modelamiento de FimH de S. Typhimurium, para ello se utilizaron 2
herramientas  bioinforméaticas: ~ SWISS-MODEL  (disponible  en
https://swissmodel.expasy.org/) y Phyre2- Protein Homology/analogY

Recognition Engine \Y/ 2.0 (disponible en

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqi?id=index) los cuales

construyen modelos 3D de una proteina, en base a homologia estructural a
partir de una secuencia de aminoacidos. SWISS-MODEL dio como
resultado 4 modelos, de los cuales el modelo N°1 fue el que se adecu6é mejor,
debido a que presentaba mayor identidad (24.19%), mayor cobertura (0.93),
mayor GMQE (0.61) y un QMEAN aceptable (>-4.0) (Figura N°6). Phyre2

dio como resultado 20 modelos, siendo el modelo N°1 el mejor de todos,
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con una confidencia del 100%, una cobertura del 93% y una identidad del
24% (Figura N°7). Debido a que ambos modelos utilizaron el mismo
template (5AFQO) correspondiente a la fimbriae de E. coli, los modelos
pueden ser similares, ademas en ambos modelos notamos la presencia de
una hoja beta donde converge el dominio de lectina con el dominio de pilina,
sin embargo a pesar de ello podemos concluir que los dominios de lectina y
pilina guardan cierta independencia. Luego de comparar los modelos
generados bioinformaticamente de FimH de S. Typhimurium con la
estructura resuelta de FimH de E.coli K-12 MG1655 (3JWN) podemos sacar
2 conclusiones: primero, ambos FimH cuentan con una hoja beta donde
convergen sus dos dominios y segundo, al analizar FimH de E.coli notamos
que su estructura esta asociada a una hoja beta de FimG, que a su vez se
asocia a otra hoja beta de FimF, a este tipo de ensamblaje se le denomina
chaperone usher y se realiza de acuerdo a los genes de su operon fim (fimA,
fiml, fimC, fimD, fimF, fimG y fimH), segln la investigacion realizada por
Sauer et al. 2016 la expresion de FimH solo sin el péptido de FimG (DsG)
con el cual interacciona para el ensamblaje de la fimbria no es estable y
muestra tendencia a agregarse en condiciones fisioldgicas. Por otro lado, en
el caso de S. Typhimurium su operén fim (fimA, fiml, fimC, fimD, fimF y
fimH) no cuenta con el gen fimG por lo consiguiente el ensamblaje se realiza
directamente entre FimF y FimH; realizando una inferencia para S.
Typhimurium de la investigacion de Sauer et al. 2016 estudiada en E. coli
concluimos que para favorecer la estabilidad de FimH debemos producirla
en interaccion con el péptido de FimF (DsF), ya que DsF estabiliza FimH
por medio de puentes de hidrogeno producidos entre los 13 primero
aminoacidos de FimF (Alal, Asp2, Val3, Thr4, lle5, Thr6, Val7, Asng,
Gly9, Lys10, Valll y Vall2) y las hojas beta 2 y 9 (B2 y B9) de FimH, una
técnica que nos permite ello es la co-expresion de proteina por medio del
plasmido pET-DUET (Figura N°8). La co-expresion de FimH con un
péptido de FimF utilizando el plasmido de co-expresion pET-DUET
requiere del conocimiento de las secuencias proteicas que se van a expresar

ya que de acuerdo a ello se estableceran las secuencias nucleotidicas a
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clonar. En el caso de FimH la secuencia proteica no debe incluir el péptido
sefial (1-22a) e incluso es preferible no incluir los 2 amino&cidos siguientes:
treonina (T) y valina (V) ya que pertenecen a la region transmembrana, por
lo consiguiente la secuencia proteica que contiene sus 2 dominios (Full
length- FL) y que sera expresada es FimH2s.33sr1, ademas de FimH2s.33srL el
plasmido pET-DUET expresara un péptido de FimF (DsF), para determinar
la secuencia proteica correspondiente al péptido se realiz6 una inferencia de
como fue calculada la secuencia de DsG en Sauer et al. 2016, DsG estuvo
compuesta por los 15 aminodcidos (24-38aa) (ADVTITVNGKVVAKR)
después del péptido sefial de FimG (1-23aa), de la misma manera
calculamos el péptido sefial de FimF (1-21aa), sin embargo en lugar de coger
los siguientes 15 aminoacidos seleccionamos los siguientes 20 aminoacidos
(22-41aa) (NSSLGEVNIELRGNVVDFTC) con la finalidad de aumentar la
probabilidad de secuenciar el péptido (Figura N°9).

Determinacion de las secuencias nucleotidicas a clonar en los
plasmidos en los plasmidos pET-DUET y pET28a".

Debido a que FimH de S. Typhimurium tiene un péptido sefial en los
primeros 22 aminoacidos, que la secuencia 1-24aa es reconocida como
regién transmembrana, que no cuenta con regiones intrinsecamente
desestructuradas, que posiblemente tiene 2 dominios: dominio de lectina
(25-186aa) y dominio de pilina (187-335aa), que el plegamiento de los
dominios establecen cierta independencia de cada dominio y que para
estabilizar FimH (especificamente el dominio pilina) es necesario que se
encuentre asociado con un péptido de FimF (DsF) se determinaron cuatro
secuencias nucleotidicas diana: fimH2s-33srL (nucledtidos correspondientes a
25-335aa de FimH), fimHisg33spp (nucledtidos correspondientes a 188-
335aa de FimH), fimHas.187.0 (nucleotidos correspondientes a 25-187aa de
FimH), y dsF (nucleotidos correspondientes a 22-41aa de FimF); las cuales
fueron clonadas en los plasmidos pET-DUET o pET28a* con la finalidad de

obtener 3 constructos genéticos de FimH: en el primer constructo se clono



fimH2s335rL y dsF en el plasmido pET-DUET (pFimH2s.33sr-DsF), en el

segundo constructo se clond fimH1ss-33spp Yy dsF en el plasmido pET-DUET

(pFimH1s7-335pp-DSF) y en el tercer constructo se clond fimHazs-1s7ep en el

plasmido pET28a" (pFimH2s-186.0) (Figura N°10). Se empled el programa

SnapGene para seleccionar las enzimas de restriccion y disefiar los primers

de cada constructo (Tabla N°2).

Primer constructo (pFimH2s-33sFL-DsF)

Plasmido empleado: pET-DUET
Secuencias proteicas de interés:

Primera secuencia proteica de interés (FimHzs-asse)
(312 aa)

Segunda secuencia proteica de interés
(DsF) (21 aa)

CRNSNGTATDIFYDLSDVFTSGNNQPGQVVTLP
EKSGWVGVNATCPAGTTVNYTYRSYVSELPV
QSTEGNFKYLKLNDYLLGAMSITDSVAGVFYP
PRNYILMGVDYNVSQQKPFGVQDSKLVFKLKV
IRPFINMVTIPRQTMFTVYVTTSTGDALSTPVYT
ISYSGKVEVPQNCEVNAGQVVEFDFGDIGASLF
SQAGAGNRPQGVTPQTKTIAIKCTNVAAQAYL
SMRLEAEKASGQAMVSDNPDLGFVVANSNGT
PLTPNNLSSKIPFHLDDNAAARVGIRAWPISVT
GIKPAEGPFTARGYLRVDYD*

NSSLGEVNIELRGNVVDFTC*

Secuencia nucleotidica a clonar:

Primera secuencia nucleotidica de interés (fimHas.
33srL) (955 pb)

Segunda secuencia nucleotidica de
interés (dsF) (81 pb)

AAAGGATCCatgccgtaattcaaacgggacggcgaccgatatctt
ttacgacctgtcagatgttttcaccagcggcaataatcagccgggacaggt
ggtgacgctgccggaaaaatcaggttgggtcggegtaaacgegacgtge
ccggcggggacaacggtgaattatacctaccgaagctatgtatcagaatta
ccggtacaaagtaccgaaggaaattttaaatacctcaagttgaatgactac
cttctgggcgegatgagceatcaccgatagtgtcgetggcegtattttatcecge
cccgtaactatattctcatgggegtcgactataacgtgtcgcagcaaaage
cgtttggcgtgcaggactcaaagctggtttttaaattaaaagtgatacggcec
ttttattaatatggtgacgatccctcgccagacaatgtttaccgtctatgtgac
gacctctaccggcegacgcegttgagcacgccggtatataccattagctaca
gcggcaaagtggaagtgccgcaaaactgtgaagtgaatgccggacagg
tcgtggagtttgatttcggegatatcggegegtegttatttagtcaggeggg
ggcgggtaatcgtccgcaaggegtcacgccgcaaacgaaaaccattget
atcaaatgtaccaacgtcgcggcgcaggcctatttatcgatgcggcttgaa
gccgaaaaggcectcagggcaggcegatggtgtccgataatceggatttag
gctttgtggttgctaatagcaacggtacgccgcettacacccaataatttgtcg
agtaaaattccgtttcatcttgatgataacgccgecgetcgegtaggtattcg
cgcctggcecaatcagegtgacggggattaaaccggecggaagggecgttt
actgcgegeggctatctacgagtcgattatgat | CAAAGCTTTT
~

CCCCATATGaactcatctctgggcgaagtg
aatattgaactgcgcggtaacgtggtggattttacct
gcTGACTCGAGGGG

En color rojo- sitio de corte de las enzimas de restriccion.
En color verde- cola de 3 nucleétidos provenientes de los primers.




En color azul- codon de parada.

Enzimas de restriccion seleccionadas: BamHI y Hindl1 (para FimH2s.335¢L),

Ndel y Xhol (para DsF).

Segundo constructo (pFimHas7-33spp-DSsF)

Plasmido empleado: pET-DUET
Secuencia proteica de interés:

Primera secuencia proteica de interés (FimHig7-33spp)
(149 pb)

Segunda secuencia proteica de interés
(DsF) (21 aa)

SYSGKVEVPQNCEVNAGQVVEFDFGDIGASLF
SQAGAGNRPQGVTPQTKTIAIKCTNVAAQAYL
SMRLEAEKASGQAMVSDNPDLGFVVANSNGT
PLTPNNLSSKIPFHLDDNAAARVGIRAWPISVT
GIKPAEGPFTARGYLRVDYD*

NSSLGEVNIELRGNVVDFTC*

Secuencia nucleotidica a clonar:

Primera secuencia nucleotidica de interés (fimHisz-
335pp) (466 pb)

Segunda secuencia nucleotidica de
interés (dsF) (81 pb)

AAAGGATCCaagctacagcggcaaagtggaagtgccgcaaaac
tgtgaagtgaatgccggacaggtcgtggagtttgatttcggcgatatcgge
gcgtcgttatttagtcaggcgggggcgggtaatcgtccgcaaggegtcac
gccgcaaacgaaaaccattgctatcaaatgtaccaacgtcgeggegeag

gcctatttatcgatgcggcttgaagccgaaaaggectcagggeaggegat
gotgtccgataatccggatttaggctttgtggttgctaatagcaacggtacg

ccgcttacacccaataatttgtcgagtaaaattccgtttcatcttgatgataac
gccgcecgcetcgegtaggtattcgegectggecaatcagegtgacgggga
ttaaaccggcggaagggccgtttactgcgcgeggctatctacgagtcgatt
atgatTGAAAGCTTTTT

CCCCATATGaactcatctctgggcgaagtg
aatattgaactgcgcggtaacgtggtggattttacct
gcTGACTCGAGGGG

En color rojo- sitio de corte de las enzimas de restriccion.
En color verde- cola de 3 nucleotidos provenientes de los primers.

En color azul- codon de parada.

Enzimas de restriccion seleccionadas: BamHI y Hindlll (para FimHzs7-

33spp), Ndel y Xhol (para DsF).

Tercer constructo (pFimHz2s-186LD)

Plasmido empleado: pET28a*
Secuencia proteica de interes:

Unica secuencia proteica de interés FimHas-1s6.0 (164 aa)

CRNSNGTATDIFYDLSDVFTSGNNQPGQVVTLPEKSGWVGVNAT
CPAGTTVNYTYRSYVSELPVQSTEGNFKYLKLNDYLLGAMSITDS
VAGVFYPPRNYILMGVDYNVSQQKPFGVQDSKLVFKLKVIRPFIN

MVTIPRQTMFTVYVTTSTGDALSTPVYTI*

Secuencia nucleotidica a clonar:
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Unica secuencia nucleotidica de interés fimHzs.1ss.0 (510 pb)

TTTGCTAGCtgccgtaattcaaacgggacggcgaccgatatcttttacgacctgtcagatgttttca
ccagcggcaataatcagccgggacaggtggtgacgcetgccggaaaaatcaggttgggtcggegtaaa
cgcgacgtgcccggeggggacaacggtgaattatacctaccgaagcetatgtatcagaattaccggtaca
aagtaccgaaggaaattttaaatacctcaagttgaatgactaccttctgggcgcegatgagcatcaccgata
gtgtcgctggcegtattttatccgeccegtaactatattctcatgggegtcgactataacgtgtcgcagcaaa
agccgtttggcgtgcaggactcaaagctggtttttaaattaaaagtgatacggccttttattaatatggtgac
gatccctcgecagacaatgtttaccgtctatgtgacgacctctaccggegacgegttgagcacgecggta
tataccattT GACTCGAGAAA

En color rojo- sitio de corte de las enzimas de restriccion.
En color verde- cola de 3 nucleotidos provenientes de los primers.
En color azul- codén de parada.

Enzimas de restriccion seleccionadas: Nhel y Xhol.

Clonacién in silico de las secuencias nucleotidicas de interés
de fimH en los plasmidos pET28a*y pET-DUET.

Las clonaciones in silico se realizaron en el programa SnapGene, donde las
secuencias de interés fueron ligadas a los plasmidos (pET-DUET o
pET28a") de tal manera que los fragmentos proteicos de FimH se unan a
una cola de histidina (H) (6 aa de H) que luego faciliten su purificacion
(Figura N°11).

Clonacién in vitro de las secuencias nucleotidicas de
interés de fimH en los plasmidos pET28a" y pET-
DUET.



4.2.1 Amplificacion de las secuencias nucleotidicas de interés del

genoma de S. Typhimurium

Se obtuvieron los amplicones de interés fimH2s-33skL (955 pb), fimHa1g7-335pD
(466 pb), fimH2s.18s.p (510 pb) y dsF (81 pb), las bandas fueron identificadas

en una electroforesis horizontal en gel de agarosa (Figura N°12).

4.2.2 Confirmacion de ligacion de las secuencias nucleotidicas de

interés en los plasmidos pET-DUET o pET28a*

Luego de los procesos de cuantificacion del ADN, digestion de las
secuencias y su posterior ligacion en los plasmidos pET-DUET o pET28a"
se verifico si los plasmidos construidos eran los que se esperaban mediante
3 ensayos: amplificacion de las secuencias de interés, corte con enzimas de

restriccion y secuenciamiento.

4.2.2.1  Amplificacion de las secuencias nucleotidicas de fimH

Para el primer constructo (pFimH2s-s3srL-DsSF) se realizé un PCR multiplex
y se amplificaron las 2 secuencias de interés: fimH2s-33srL (955 pb) y dsF (81
pb). Para el segundo constructo (pFimHag7-33spp-DsF) también se realizo un
PCR multiplex y se amplificaron las 2 secuencias de interés: fimHig7-33spp
(466 pb) y dsF (81 pb). Finalmente para el tercer constructo (pFimH2s-1861.0)
se realizo un PCR simple y se amplifico la secuencia de interés
correspondiente a fimHzs.18sLp (510 pb). Los tamafios fueron constatados

mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa (Figura N°13).

4222 Corte con enzimas de restriccion

El primer (pFimHzs.335r.-DSF) y segundo constructo (pFimH1g7-33spp-DsF)

fueron digeridos con las enzimas de restriccion: BamHI, Hindlll, Ndel y



4.2.2.3

4.3

Xhol, generando las secuencias de interés de fimH2s-33sFL (937 pb) y dsF(63
pb) a partir del plasmido pFimH2s.33srL-DsF, y las secuencias de interés de
fimH1g7-335pp (448 pb) y dsF (63 pb) a partir del plasmido pFimH1s7-335pp-
DsF; el tercer constructo (pFimHzs-1s6L0) fue digerido con las enzimas de
restriccion: Nhel y Xhol y se gener0 la secuencia de interés de fimHas.1g610
(492pb) (Figura N°14).

Secuenciamiento

Los resultados de los secuenciamientos realizados en el 1Q de la USP fueron
los siguientes: en el primer constructo (pFimH2s.33sr-DsF) se logré
secuenciar 906 pb de los 937 pb del gen fimH2s.335r Yy Se confirmé la
identidad de los 906 pb, en el segundo constructo (pFimHag7-335pp-DSF) se
confirmé la identidad de los 447 pb del gen fimHis7-335pp Y €n el tercer
constructo se logro secuenciar los 492 pb del gen fimH24.186L0 pero se
confirmé la identidad de 491 pb, es decir habia una mutaciéon puntual
(G348A) sin embargo se trataba de una mutacion silenciosa ya que ambos
codones: AAGwt Yy AAA codifican para lisina(K) (Grafico N°3 y 4).
Finalmente, el gen dsF (63 pb) no se logré secuenciar debido a la baja

calidad de los picos (Grafico N°5).

Expresion de los constructos elaborados en diferentes

cepas de expresion.

Se logro expresar las tres proteinas recombinantes (FimH2s.3ssrL, FimHig7-33spp Y
FimH2s-18610) en las cepas de expresion BL21(DE3), ROSETTA, TUNER y ARTIC

de E.coli, sin embargo los niveles de expresion fueron diferentes dependiendo de la

proteina expresada y la cepa empleada. La proteina FimH2s.33srL tuvo mayor
expresion en las cepas BL21(DE3) y TUNER (Figura N°15), la proteina FimHag7-

335pD tUVO Mayor expresion en la cepa TUNER (Figura N°16) y la proteina FimHas.

186LD tUVO mayor expresion en las cepas ROSETTA y TUNER (Figura N°17).



4.4 Determinacion de la solubilidad de la proteina o

fragmentos proteicos de FimH

Debido a que se logré expresar las tres proteinas de interés, se realizd una
evaluacion su punto isoeléctrico (FimHzs.33srL pl=6.37, FimHaig7-33spp p1=6.13 y
FimH2s-18610 p1=8.51), se determind que un pH Optimo para los tres constructos es
7.2 y se selecciono el siguiente buffer (TRIS-HCI pH=7.2, glicerol 5%, 100 Mm

NaCl y 20 Imidazol) para realizar los ensayos de solubilidad.

Los ensayos de solubilidad realizados en las cepas BL21(DE3), ROSETTA,
TUNER y ARTIC de E.coli mostraron que la proteina FimH2s-335r N0 es soluble en
ninguna de las cepas (Figura N°18), la proteina FimH1g7-335pp tampoco es soluble
en ninguna de las cepas (Figura N°19) y la proteina FimHzs.1gs1p €S soluble en la
cepa BL21(DE3) (Figura N°20).



V. DISCUSION

5.1 Analisis in silico de FimH de S. Typhimurium

El analisis in silico realizado en este trabajo compar6 las secuencia proteicas de
FimH de S. Typhimurium y E. coli y se identifico que ambas poseen el dominio de
pilina en comun, ademas se comparo la funcionalidad de ambas proteinas y en base
al analisis de las investigaciones de Westerlund y Korhonen, 2005, Stahlhut et al.
2009, Tchesnokova et al. 2011, Grzymajlo et al. 2010, Grzymajlo et al. 2013 y Yue
et al. 2015 se concluy6 que ambas proteinas son adhesinas, funcion que es ejercida
por el dominio de lectina, el cual no es reconocido en S. Typhimurium, por ello el
presente trabajo sugiere que FimH de S. Typhimurium tiene dos dominios: el
dominio de lectina (en posicion de 25-186 aa) y el dominio de pilina (en posicion
de 187-335 aa), corroborando el trabajo de Kisiela et al. 2011 donde realizaron
modelamientos in silico de la estructura tridimensional de FimH de S. Typhimurium
en base a la estructura resuelta por cristalografia de FimH de Escherichia coli,
tomando en consideracion que todas las proteinas de FimH almacenadas en el PDB
pertenecen a E. coli, y ademas que las secuencias de FimH de S. Typhimuriumy E.
coli solo comparten un 15% de identidad y también concluyeron que al igual que
E. coli, FimH de S. Typhimurium también tiene dos dominios: el dominio de
lectina- FimHLp (dominio de unién a manosa ubicado en el &pice) y el dominio de

pilina- FimHpp (dominio de unidn a las otras proteinas de la fimbria),



5.2 Elaboracion de constructos genéticos para expresar

solublemente FimH

En el presente trabajo se logré expresar solublemente FimH.p al igual que en la
investigacion de Vetsch et al. 2002, sin embargo, se emplearon metodologias
diferentes ya que en Vetsch et al. 2002 elaboraron un constructo genético para
expresar periplasmaticamente FimH de E. coli empleando el plasmido pDsbA3 y
en este trabajo se elabord un constructo genético para expresar citoplasmaticamente

FimH_p de S. Typhimurium utilizando el plasmido pET-28a".

En la investigacion de Sauer et al. 2016 sobre FimH de E. coli se concluy6 que
para aumentar los niveles de expresion de la proteina recombinante FimHr_ (FimH
con sus dos dominios) es necesario que se elabore un constructo genético en el cual
se clone la secuencia nucleotidica de fimH cambiando los 6 codones raros que tiene;
ademaés para evitar que FimHg_ se aglomere con otras proteinas fimbriales fue
necesario que el constructo genético co-exprese FimHr_ en asociacién con un
péptido de 20 aa correspondiente al N-terminal de FimG (proteina que en E. coli se
une a FimH en el proceso de ensamblaje de la fimbria), por ello para producir
FimHrL estable utilizaron la siguiente metodologia: realizaron 6 mutaciones
silenciosas, co-expresaron FimHrL con la chaperona FimC, luego este complejo
(FimHrL:FimC) fue incubado con el péptido sintético de FimG (DsG) y por
competencia de afinidad se obtuvo el complejo FimHgL:DsG, es decir FimHgL
estable. En este trabajo realizado en S. Typhimurium, se elabord un constructo
genético donde la secuencia nucleotidica de fimH no fue optimizada para la
expresion de FimHgL por medio de mutaciones puntuales de los codones raros pero
si se intento producir FimHrL estable, es decir en asociacion a un péptido de 25 aa
correspondiente al N-terminal de FimF (proteina que en S. Typhimurium se une a
FimH en el proceso de ensamblaje de la fimbria), para ello se emple6 una
metodologia diferente; se utilizd el plasmido pET-DUET para co-expresar FimHr.

con el péptido de FimF (DsF). Como resultado de las diferentes metodologias



utilizadas para la expresion, el presente trabajo no logro obtener FimHg soluble a
diferencia de Sauer et al. 2016 que logro expresar solublemente FimHrL.

El constructo genético elaborado en este trabajo mediante la clonacion de fimHas.
33srL en el plasmido pET-DUET no logrd expresar solublemente FimHos.3asrL
(FimH sin péptido sefial) de S. Typhimurium aislada de Cavia porcellus, en
contraposicion de la investigacion de Kisiela et al. 2005 y Kisiela et al. 2006 donde
se elabor6 un constructo genético que contenia el gen fimHi.33srL en el plasmido
pTrcHis2b y se obtuvo FimHiassee (FimH con péptido sefial) soluble de S.
Typhimurium aislada de gallinas ponedoras. La diferencia de resultados puede estar
relacionado con el empleo de distintos vectores de expresion o la diferencia de
aminoéacidos entre las secuencias proteicas de FimH expresadas, Kisiela et al. 2005
y Kisiela et al. 2006 producen FimH con alanina en posicién 61 (A61) y serina en
posicion 118 (S118) y en nuestro trabajo se expresa FimH con glicina en posicion
61 (G61) y fenilalanina en posicion 118 (F118), estas diferencias podrian influir en

la solubilidad de la proteina.

5.3 Elaboracion de constructos genéticos para expresar

solublemente proteinas de Salmonella

En el presente trabajo también se elaboré un constructo genético de expresion
citoplasmatica empleando el plasmido pET-28a* y se logr6 expresar solublemente
FimHLp (dominio de lectina de FimH), de la misma manera en diferentes
investigaciones desarrolladas por Mizumoto et al. 2004, Desin et al. 2009, Wisner
etal. 2011 y Desin et al. 2011 se lograron expresar solublemente algunas proteinas
de Salmonella relacionadas con su virulencia empleando diferentes plasmidos de
expresion citoplasmatica. Mizumoto et al. 2004 elaboro constructos genéticos en el
plasmido pDEST15 para expresar solublemente la subunidad FIiC y el sitio
antigénico principal de FIiC (SEp9) de Salmonella enteritidis (SE). Desin et al.
2009 y Wisner et al. 2011 elaboraron constructos genéticos en el plasmido pQE-30

para expresar solublemente proteinas pertenecientes a la isla de patogenicidad 2



(SPI- 2) de Salmonella Enteritidis. Desin et al. 2011 elaboraron constructos
genéticos empleando plasmidos pQE-30 o pET-15b para expresar solublemente las
proteinas invG, prgl, sipC, sipD y sopB presentes en la superficie bacteriana y

codificadas por los genes de la isla de patogenicidad 1 (SPI-1) de S. Enteritidis.



V1. CONCLUSIONES

En andlisis in silico de FimH de S. Typhimurium concluyé que esta proteina
presenta un péptido sefial en los primeros 22aa, presenta una region transmembrana
en los primeros 24aa, no cuenta con regiones intrinsecamente desestructuradas,
posiblemente tiene 2 dominios como en E. coli: dominio de lectina (en posicién de
25-186aa) y dominio de pilina (en posicion de 187-335aa) y que el plegamiento de

sus dominios tiene cierta independencia.

Se logré elaborar tres constructos genéticos in vitro: dos de co-expresion (pFimHas.
33srL-DSF Yy pFimH1g7-335pp-DSF) y uno de expresion (pFimHzs.1g61p); pFimH2s.
33sFL-DSF para expresar los dos dominios de FimH con DsF, pFimH1g7-335pp-DsF
para expresar el dominio de pilina con DsF, y pFimH2s.186.0 para expresar el

dominio de lectina.

Se logro secuenciar los amplicones fimH2s.1g61.p, fimH1s7-335pp Y fimH25.335rL de 10s
constructos elaborados. En el constructo pFimH2s.186Lp la secuencia nucleotidica de
fimH2s.18610 presentd una mutacion puntual G348A sin embargo se trataba de una
mutacion silenciosa por lo tanto no cambiaba la expresion de la proteina, en el
constructo pFimHag7-33spp-DsF la secuencia nucleotidica de fimHig7-33spp fue
introducida con éxito sin ninguna mutacion, y en el constructo pFimH2s.33srL-DsF,
fimH2s.335¢L fue secuenciada parcialmente (906 pb de 937 pb), los primeros 906 pb
no presentaron mutacién; sin embargo en los constructos pFimH1s7-33spp-DSF y
pFimH2s.335r-DsF no fue posible secuenciar dsF, péptido que de acuerdo al analisis

in silico disminuye las posibilidades de agregacion de FimH.

Se logro expresar tres fragmentos proteicos de FimH: FimHas.33sr1, FimH1g7-335pp Y
FimH2s.186LD, en las cepas BL21(DE3), TUNER, ARTIC y Rosetta.



Se logré obtener la proteina FimH2s.18s1p soluble cuando se realizé la induccion de
la expresion a una temperatura de 37°C y empleando la cepa BL21(DE3)

transformada con pFimH2s.1s6Lp.



VII.RECOMENDACIONES

Elaborar constructos genéticos en diferentes plasmidos de expresion para

obtener FimH#gL soluble.

Buscar protocolos de purificacion y estandarizarlos para las proteinas: FimHLp

y FimHeL.

Igualmente se recomienda realizar ensayos de cristalizacion de FimH de S.
Typhimurium para resolver su estructura tridimensional (ninguna estructura de

FimH de S. Typhimurium ha sido almacenada hasta el momento en el PDB).

También se recomienda realizar ensayos biofisicos, como: ITC- Isothermal
Titration Calorymetric y Fuerza de Traccion, para determinar si FimH de S.

Typhimurium al igual que E.coli tiene enlace tipo catch-bound con el ligando.
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IX. ANEXOS

9.1. FIGURAS
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Figura N°1. Identificacion de dominios de la proteina FimH de S. Typhimurium.
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Figura N°2. Comparacién de los dominios de FimH de E.coli y S. Typhimurium.
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Figura N°4. Identificaciobn de regiones transmembrana de FimH de S.

Typhimurium.
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Figura N°5. Identificacion de regiones intrinsecamente desordenadas de FimH de

S. Typhimurium.

MODELOS DE SWISSMODEL

5
A
\-.
@ Dominio de lectina t
Iy
v
4
N/
7
! 0 {\1
A 2R
Dominio de pilina L Y
CARACTERISTICAS MODELO 1 MODELO 2 MODELO 3 MODELO 4
GMOQE 0.61 0.28 0.28 0.28
QMEAN -3.88 -5.67 -4.00 -4.80
Identidad de 24.19% 14.63% 14.63% 15.09%
secuencia
Cobertura 0.93 (19-335aa) | 0.49 (143-335aa) | 0.49 (143-335aa) | 0.47 (148-335aa)
Descripcién Fimbriae Protein FimH Protein FimH Type 1 fimbrial
adhesin FimH
Template 5afo.l.A 4xob.4.A 4xob.3.A S5jp4d.1.A

Figura N°6. Modelos de SWISS-MODEL.




MODELOS DE Phyre2

@ Dominio de lectina

Dominio de pilina

CARACTERISTICAS MODELO 1 MODELO 2 MODELO 3 MODELO 4
Confidencia 100% 100% 99.9% 99.9%
Identidad de 24% 15% 16% 19%

secuencia
Cobertura 93% (23-335aa) | 94% (17-335aa) | 92% (24-335aa) | 0.42 (192-335aa)
Descripcion Fimbriae Fimbrial subunit Protein FimH Minor pilin subunit
cuphb6 papf
Template S5afo.A Scyl.B 2w07.B 1kfl.P

Figura N°7. Modelos de Phyre2.



A. FimH de S. Typhimurium

B. FimH de E. coli K-12

C. FimH de S. Typhimurium
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al. 2016)
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Figura N°8. Comparacién de los modelos estructurales generados de FimH de S.Typhimurium con una estructura resuelta de E.coli.



CO-EXPRESION DE FimH DE S. Typhimurium CON UN PEPTIDO DE FimF

T7 promoter. RBS

Ensamblaje .
de la fimbria Estabilizacion de __uanemw PRIMeEr gen

FimH con DsF

A Segundo gen

,/_JT7 promoter
lacoperator
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(Plasmido de co-expresién) utilizando

Las proteinas deben
co-expresarse

_| Dominio de |
pilina

|
FimHys.335 1. 1
| |

FimHys 15610 |

imH ;57335 p0

DsFy;.41

Figura N°9. Co-expresién de FimH con un péptido de FimF.
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CONCLUSION: Podemos elaborar 3 constructos genéticos

de pilina
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PFIMH, 47 335 pp. DSF
2° CONSTRUCTO

Plasmido de expresién

Figura N°10. Determinacion de las secuencias nucleotidicas a clonar en los
plasmidos pET-DUET y pET28a".
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Figura N°12. Corrida electroforética de las secuencias nucleotidicas de interés del genoma
de S. Typhimurium. Carril 1: Marcador de 10 000pb (MassRuler™ DNA Ladder mix),
carril 2: amplicén de fimHzs.s3se (955 pb), carril 3: amplicon de dsF (81 pb), carril 4:
amplicon de fimHag7-33spp (466 pb) y carril 5: amplicon de fimHzs-1g61.0 (510 pb).
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Figura N°13. Corrida electroforética de las secuencias nucleotidicas de interés de los
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plasmidos construidos. Carril 1: Marcador de 10 000pb (MassRuler™ DNA Ladder mix),

carril 2: amplicones de fimHzs-33s¢L (955 pb) y dsF (81 pb), carril 3: amplicones de fimHagr-
33spp (466 pb) y dsF (81 pb) y carril 4: amplicon de fimHas.18s.0 (510 pb).
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Figura N°14. Corte con enzimas de restriccion de los pldsmidos construidos. Carril 1:
Marcador de 10 000pb (MassRuler™ DNA Ladder mix), carril 2: banda correspondiente a
fimHas.18610 (492 pb), carril 3: bandas correspondientes a fimHzs.s3sr (937 pb) y dsF (63 pb),
carril 4: bandas correspondientes a fimH1s7-33spo (448 pb) y dsF (63 pb).
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Figura N°15. Ensayos de expresion de la proteina FimHzs.asse. Carril 1, 4, 7 y 10
(M(Kda)): Marcador de 10 000pb (MassRuler™ DNA Ladder mix), carril 2,5,8 y 11 (Ul):
Expresion en cepas no inducidas, carril 3,6,9 y 12: Expresion en cepas inducidas.
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Figura N°16. Ensayos de expresion de la proteina FimHagzasspp. Carril 1, 4, 7y 10
(M(Kda)): Marcador de 10 000pb (MassRuler™ DNA Ladder mix), carril 2,5,8 y 11 (Ul):

Expresion en cepas no inducidas, carril 3,6,9 y 12: Expresion en cepas inducidas.
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Figura N°17. Ensayos de expresion de la proteina FimHzs.1gsip. Carril 1, 4, 7 y 10
(M(Kda)): Marcador de 10 000pb (MassRuler™ DNA Ladder mix), carril 2,5,8 y 11 (UI):

Expresion en cepas no inducidas, carril 3,6,9 y 12: Expresion en cepas inducidas.
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Figura N°18. Ensayos de solubilidad de la proteina FimH2s.s3se.. M(Kda): Marcador de
10 000pb (MassRuler™ DNA Ladder mix), Ul: Expresion de cepas no inducidas, |
Expresion de cepas inducidas, S: Fraccion soluble y P: Fraccion insoluble.
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Figura N°19. Ensayos de solubilidad de la proteina FimH1s7-33spp. M(Kda): Marcador
de 10 000pb (MassRuler™ DNA Ladder mix), Ul: Expresion de cepas no inducidas, I:
Expresion de cepas inducidas, S: Fraccion soluble y P: Fraccion insoluble.
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Figura N°20. Ensayos de solubilidad de la proteina FimHzs.1gs.0. M(Kda): Marcador de

10 000pb (MassRuler™ DNA Ladder mix), Ul: Expresién de cepas no inducidas, I:
Expresion de cepas inducidas, S: Fraccién soluble y P: Fraccion insoluble.

9.2.

TABLAS

Tabla N°1. Tipos de fimbrias reportadas en Salmonella.

Fimnbria Serovares Dimensidn ~ Adhesina  Subunidad mayor  Masa molecular (kDa) Receptor
Tipo 1 (Sef21) Varios 8 nm FimH Firn 2 Manosa, fibronecting,
laminina
Tipo 2 5. gallinarumf 8 nm Ausente
8. pullorun

Tipe 3 5. lyphimurium y olras? MrkD-like ? Colageno tipa V

SEF17 Varios 4 nm Aglas 17 fibronectina

SEF14 Grupo Dy olras? Delgado Sefh SEF 14 ?

SEF18 Tadas 2 nm SefD SEF 18 ?

Peff adherencia 5 enterica serovar PefA 15 ?

a enlerocitos Typhimurium

LPF= Adherencia 5. typhimurium LpfE Manosa

a células M 5. gallinarum

BFP (bundle-forming pilus) no ha pedida ser confirmado in vive

AgfA (thin agregative fimbria)

Pef (fimbria encoded plasmid) adherendia a enlerocitos

“LPF (long polar fimbria)

Saimonella enterica serovar Gallinarum

*Salmonella enterica serovar Pullorum

*Extraido de Figueroa y Verdugo, 2005.
Tabla N°2. Listado de primers utilizados
Gen Primers completos* Longitud | Tm (°C) | %C-G
(pb)

fimH24-335FL Forward 1 | aaaggatccatgccgtaattcaaacggac 30 57 50
Reverse 1 aaaaagcttatcataatcgactcgtagatagcc 36 58 41

fimH1ss-335pD Forward 2 | aaaggatccaagctacagcggcaaagtg 28 57 53
Reverse 2 | aaaaagcttatcataatcgactcgtagatagcc 33 55 42

dsF Forward 3 | ccccatatgaactcatctctgggega 26 53 53




Reverse 3 | cccctcgagtcaggtaaaatccaccacgttac 32 56 43
fimH2s-1861.0 Forward 4 | tttgctagctgccgtaattcaaacgggac 29 57 50
Reverse 4 | tttctcgagtcaaatggtatataccggegtge 32 59 48

*Primers completos: Incluye la cola y la secuencia de sitio de corte de enzimas de restriccion.

Tabla N°3.Caracteristicas de los fragmentos proteicos

Fragmentos proteicos

Parametro - - -
FimH2s.335r1 FimH1s7-335pD FimH2s.1861. 0

NUmero de 325 162 186

aminoacidos

Peso molecular 35.182 KDa 17.200 KDa 20.453 KDa

pl tedrico 6.37 6.13 8.51

Buffer adecuado TRIS-HCI TRIS-HCI TRIS-HCI

(pH=7.2) (pH=7.2) (pH=7.2)
Glicerol 5% Glicerol 5% Glicerol 5%
100 Mm NaCL 100 Mm NaCL 100 Mm NaCL
20 Imidazol 20 Imidazol 20 Imidazol
9.3. GRAFICOS

Gréafico N°1. Incidencia de outbreaks transmitidos por alimentos.
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*Gréafico extraido de; European Food Safety Authority (EFSA) y European Centre for Disease

Prevention and Control (ECDC), 2015.

Gréafico N°2. Alimentos que originan los brotes causados por Salmonella en la

Unién Europea (A) y Estados Unidos (B).

Dairy products Crustaceans,
(other than cheese), _ shellfish, molluscs
Bovine meatand  1.3% and products

produ:1:lsﬁ ;I:ereoi, thereof, 1.0%

Buffet meals, 0.6%

Vegetables and
juices and other

" Fish and fish
products, 0.6%

Broiler meat (Gallus
gallus) and products
thereof, 5.1%

Mixed food, 5.1%

Milk, 0.6%

Other or mixed
meat and producls
thereof, 6.7%

Eggs and egg
products, 44.9%

Other foodstuffs,
7.3%

Pig meat and N=314

products thereof,
89%

chocolate, 10.5% 2A

B Poultry Mg Brork W Beef

B Vine vegetables, fruits, and nuts [l Othert

2B

" Gréficos extraidos de; European Food Safety Authority (EFSA) y European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC), 2015 y Centre for Disease Prevention and Control in the E.E.U.U.

(CDC), 2009.

Grafico N°3. Secuenciamiento del gen fimH24-186LD.




GCTAGBGCTGCCGTAATTCAAACGGGACGBGGBCGBACCGBGATATCTTTTACGACCT

iICTGCCGGBAAAAATCAGGBGTTGG6GG6TCGGCGBGTAAACGCGACGBGTGCCCGB6GCGG6G6G

Al AN MR A

GACAACGGTG AATTATACCTACCGAAGCTATGTATCAGAATTACCGGTACA

ALAAAAAA AN mmmJnnmA

20
\AAGTACCGAAGGAAATTTTAAATACCTCAAGTTGAATGACTACCTTCTGG

umm.l mum.mmummmm

GCGCGATGAGCATCACCGATAGTGTCGCT GGCGTATTTTATCCGCCCCGT

}/ACTA ATTCTCATG6GGG6C GTCGACTATAAC GTGTCGCAGCAAAAGCQAITT

G348A

A A A /l/\
300 320 330 350
TGGCGTGCAGGACTCAAAGCTGGTTTTTAAATTAAAAGTGATACGGCCI’T'

) 360 370 380 230 0o

4
TTATTAATATGG6GTGACGATCCCTCGCCAGACAATGTT TACCGT CTAT 6T G

410 420 430 440 451

ACGACCTCTACCGGCGACGCGTTGAGCACGCCGGTATATACCATTTGACTCGAG

*Mutacion puntual G3448A.



Grafico N°4. La mutacion G348A del gen fimH24.186Lp €S Una mutacion silenciosa.

WT_fimH_LD 1 FASCRNSNGTATDIFYDLSOVFTSGNNQPGQVVTLPEKSGHVGVNATCPA 50
e
M_finH_LD 1 FASCRNSNGTATDIFYDLSOVFTSGMNQPGQUVTLPEKSGUVGVNATCPA 50
WT_finH_LD 51 GTTVNYTYRSYVSELPVQSTEGNFKYLKLNDYLLGAVSITOSVAGVFYPP 100
.
M_finH_LD 51 GTTVNYTYRSYVSELPVQSTEGNFKYLKLNDYLLGAVSITOSVAGVFYPP 100
K116K

WT_finH_LD 101 RNYILMGVDYNVSQQKPFGVODSKLVFKLKVIRPFINVTIPRQTMFTYY 150
R [ i

M_finH_LD 101 RNYILMGVDYNVSQQKPFGVODSKLVFKLKVIRPFINWTIPRQTMFTVY 150
WT_finH_LD 151 VITSTGOALSTPWTI 166

LT
M_finH_LD 151 VITSTGDALSTPWTI 166

* fimHa4.186.0 Wild type (WT_fimH_LD) y fimHz4-18s.0 mutante (WT_fimH_LD).
Grafico N°5. El secuenciamiento de dsF no fue factible.




