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RESUMEN.

En este trabajo de tesis, partiendo de unos mutantes espontaneos afectados en la produccion
de dos factores de virulencia de L. ivanovii (una esfingomielinasa y una internalina secretada),
hemos identificado y caracterizado una nueva isla de patogenicidad (PAI) de Listeria. Se trata
de una regién cromosémica especifica de L. ivanovii, que con L. monocytogenes constituyen
una de las dos especies patégenas del género Listeria. A diferencia de L. monocytogenes,
L. ivanovii presenta, junto a otras caracteristicas patogénicas diferenciales, un marcado
tropismo de hospedador hacia los rumiantes. La regién cromosOmica caracterizada ha sido
denominada LIPI-2 y comprende el gen de la esfingomielinasa (smcL), nueve miembros de la
familia multigénica de las internalinas y una ORF de funcidon desconocida. LIPI-2 cumple la
mayoria de los criterios que definen habitualmente a las PAls: gran tamafio (22 kb), presencia
exclusiva en una especie que representa una patovariedad dentro del género Listeria,
composicién de DNA significativamente distinta a la del resto del genoma, punto de insercién
asociado con un locus tRNA, e inestabilidad genética. LIPI-2 es la primera PAI identificada en
bacterias gram-postivas para la que se demuestra inestabilidad genética y asociacién con un
locus tRNA, una estructura normalmente utilizada como punto de insercion de elementos
genéticos moviles tales como fagos o plasmidos integrativos. El locus donde se encuentra el
gen tRNA afectado por LIPI-2, enmarcado por los loci ysnB e ydel, no alberga mas que una
ORF en L. monocytogenes EGDe. El analisis de la secuencia de dicha regién intergénica en
otras cepas y especies del género sugiere que dicho locus constituye un punto sujeto a
variabilidad genética, presumiblemente por permitir la insercién de fragmentos de DNA. La
inestabilidad genética de LIPI-2 se manifiesta dando lugar a una delecién especifica y
reproducible que afecta a una porcion de la isla asi como a un fragmento de la regién
cromosémica adyacente. La delecién va acompafiada de una pérdida de virulencia en el
modelo murino y en el hospedador natural de L. ivanovii, la oveja. En este animal, la delecién
de LIPI-2 esta aparentemente asociada a un cambio en el tropismo tisular. De las diez
internalinas codificadas en LIPI-2, ocho son del subgrupo S-Inl, caracterizado por su pequefio
tamafio, su estricta dependencia expresional de PrfA y su caracter soluble. Las otras dos
internalinas pertenecen al subgrupo L-Inl, de mayor tamafio, con dominios de anclaje a la pared
bacteriana, de expresion independiente de (o sélo parcialmente controlada por) PrfA, y
abundantes en L. monocytogenes. Estas dos internalinas constituyen los primeros
representantes de esta clase identificadas en L. ivanovii. LIPI-2 est4 presente con la misma
estructura genética en distintas cepas de L. ivanovii. Esta conservacion refleja probablemente
la importancia de este locus cromosOmico para la biologia de L. ivanovii. Esta PAI esta también
insertada, en el mismo locus cromosémico, en la subespecie londoniensis, lo que revela que
fue adquirida hace un largo tiempo, antes de la diversificacion de L. ivanovii en las dos
subramas evolutivas que la componen. La adquisicidn y posterior evolucion de LIPI-2 ha jugado
probablemente un importante papel en la definicion de la especie L. ivanovii. LIPI-2 juega
probablemente un importante papel en la especificidad patogénica de L. ivanovii.

Junto a los mutantes espontaneos de delecion de LIPI-2, hemos identificado en este
trabajo otros tres mutantes estables de fenotipo débilmente hemolitico. Dos de ellos presentan
defectos genéticos en el gen prfA, que codifica el regulador central de la virulencia de Listeria



(PrfA). Uno de los mutantes resulta de la delecion en fase de un fragmento central del gen prfA,
dando lugar a una proteina afuncional por pérdida del dominio de unién al DNA. El otro mutante
presenta una mutacion puntual que rompe la fase de lectura, dando lugar a una proteina PrfA
truncada que mantiene cierta actividad residual. El analisis de este mutante revela la
importancia del dominio C-terminal de cremalleras de leucina en la funcién transcripcional de
PrfA. El tercer mutante obedece a un defecto genético desconocido, presumiblemente
afectando a un locus que controla la expresion de al menos smcL y la internalina i-inlE. Todas
estas mutaciones fueron obtenidas sometiendo a L. ivanovii a condiciones de estrés asociadas
con estancias prolongadas a elevada temperatura y/o fase estacionaria. Este hecho refleja
probablemente de el caracter dispensable de los genes de virulencia cuando la bacteria crece
en condiciones in vitro en el laboratorio.



1. INTRODUCCION.



1.1. El género Listeriay la listeriosis.

El género Listeria estd compuesto por pequefios bacilos Gram positivos de extremos
redondeados con 0,4-0,5 um de diametro y 0,5-2 um de longitud. No forman céapsulas ni
esporos y son anaerobios facultativos. Gracias a unos pocos flagelos peritricos, son moviles a
20-25°C aunque no a 37°C (523,524).

En medios sdlidos forman pequefias colonias tras 24-48 horas, de 1mm de diametro,
redondeadas, convexas y translicidas con una coloracion gris azulada que se torna en
iridiscencia azul-verdosa si se ilumina oblicuamente. Son capaces de crecer en un amplio
rango de temperaturas, entre 1 y 43°C, si bien su temperatura 6ptima de crecimiento esta
comprendida entre 30 y 37°C. Toleran condiciones de acidez y de alcalinidad, siendo capaces
de crecer entre pH 5,5 y pH 9,6, aunque el crecimiento 6ptimo se produce a pH neutro o
ligeramente alcalino.

Esta capacidad para crecer en un amplio rango de condiciones puede explicar que las
bacterias pertenecientes a este género estén ampliamente distribuidas en la naturaleza. Se han
aislado tanto del suelo como de aguas residuales, de vegetales en descomposicion, de heces
animales, de salas de mataderos asi como de alimentos frescos, ahumados y congelados
(146,201,478,515,520,524). También es frecuente identificar portadores humanos y animales.
Es decir, son microorganismos extraordinariamente ubicuos y resistentes, con un estilo de vida
esencialmente saprofita, aunque algunas especies son patégenas oportunistas para el hombre
y los animales (apartado 1.1.2) (524).

De las seis especies que pertenecen al género Listeria, tres, L. monocytogenes,
L. seeligeri y L. ivanovii, son B-hemoliticas en agar con 5% vol/vol de sangre de caballo o
cordero. L. monocytogenes y L. seeligeri presentan un pequefio halo de hemdlisis alrededor de
las colonias que, en numerosas ocasiones, es dificil de observar de tal forma que se hace
necesario retirar la colonia para poder detectarlo. Por el contrario, L. ivanovii presenta un
amplio doble halo de B-hemdlisis. Para diferenciar mas claramente entre estas especies se
utiliza un test de potenciacion de su actividad hemolitica con Staphylococcus aureus productor
de B-hemolisina (esfingomielinasa C) y Rhodococcus equi, denominado test de CAMP (87).
Mientras L. ivanovii presenta un caracteristico efecto de potenciacién en forma de “pala” con
R. equi, en L. monocytogenes y L. seeligeri se observa un efecto en forma de cerilla (196,470).
Con S. aureus tan so6lo L. monocytogenes y L. seeligeri muestran una potenciacién de su
actividad hemolitica (523).

1.1.1. Breve resefia histdrica y situacion actual.

La primera descripcion de L. monocytogenes data de 1926 y se debe a un brote espontaneo de
infeccién septicémica ocurrida en 1924 entre animales de laboratorio en la Universidad de
Cambridge (Reino Unido) (391). El proceso se caracterizaba por una leucocitosis mononuclear
y lesiones necréticas en el higado, por lo que se propuso el nombre de Bacterium

10



monocytogenes para el microorganismo responsable. En 1927, Pirie, estudiando la “Tiger river
disease” del gerbo en Africa del Sur, que cursaba con focos hepaticos de necrosis, aislé una
bacteria a la que llamd Listerella hepatolytica (433).

En 1929, Nyfeldt aislo6 un organismo similar a partir de una mononucleosis infecciosa
humana (411). Fue en 1940 cuando el propio Pirie propuso designar a L. monocytogenes con
su nomenclatura actual (434). Gill, en 1933 y 1937 (184,185) aisl6 como agente etioldgico, a
partir del cerebro de ovejas afectadas con una enfermedad que denominé circling disease, un
microorganismo al que asignd el nombre de Listerella ovis, describiendo asi la forma mas
caracteristica de la listeriosis en rumiantes: la meningoencefalitis. Schultz et al., en 1934 (515),
aislaron por primera vez, L. monocytogenes a partir de pacientes con meningoencefalitis. En
1935, Burn (69) fue el primero en describir la “granulomatosis infantiséptica”, forma
caracteristica de la infeccion neonatal por Listeria, en cuatro casos de muertes de recién
nacidos. En 1955, lvan Ivanov aisl6 por primera vez a la especie L. ivanovii (a la que denominé
Listeria bulgarica) a partir de abortos e infecciones perinatales en ovejas (259).

Otro hito importante en la historia de estos microorganismos fue la publicacién en 1960,
por Gray y Killinger (201), de la clasica revision titulada “Listeria monocytogenes and listerial
infections” en la que se resumia extensivamente el relativamente escaso conocimiento
acumulado acerca de este grupo de bacterias. Desde entonces se ha producido un aumento en
el interés por este patdégeno, especialmente con motivo de la aparicién, a partir de los afios
ochenta, de importantes brotes de listeriosis humana que, aunque de reducida morbilidad,
producian una elevada mortalidad. Fue precisamente a raiz de estos brotes cuando se pudo
demostrar por primera vez, sin ambigliedad, una asociacion entre la infeccion humana y el
consumo de alimentos contaminados con L. monocytogenes (158,431,509).

Actualmente la listeriosis es una de las infecciones de origen alimentario que causan
mas preocupacion tanto a las administraciones de la Salud Pudblica como a la industria
alimentaria, por el incremento en la incidencia y el gran impacto econémico de brotes
epidémicos asociados al consumo de alimentos contaminados con L. monocytogenes. La
emergencia de la listeriosis en la actualidad puede ser el resultado de complejas interacciones
entre diversos factores que son un reflejo de los cambios sufridos en el estilo de vida de los
paises desarrollados en las Ultimas décadas. Entre estos factores se pueden incluir; (i)
progresos médicos que han producido un cambio demogréfico, incrementando la proporcién de
poblacion de edad avanzada e inmunocomprometida; (ii) cambios en el sistema de produccién
primaria de alimentos (produccidon a gran escala de materias primas, modificacion de las
técnicas de procesado de los alimentos, expansién de la industria alimentaria y desarrollo de
sistemas de almacenamiento en frio); (iii) modificaciones en los hébitos de alimentacién
(incremento en la demanda por parte de los consumidores de alimentos listos para comer,
precocinados, refrigerados o congelados pero con un minimo requerimiento de tiempo de
cocinado antes de su consumo); (iv) realizacion de la compra una vez a la semana (482).

1.1.2. Taxonomia y especies patdgenas del género
Listeria.
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En la edicién de 1986 del Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (523), el género
Listeria se encontraba encuadrado en la seccién 14 que agrupa a bacilos Gram-positivos,
regulares y no formadores de esporos. Recientemente, en la 2° edicién del Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology, forma parte del Volumen 3 y la seccién 23 de bacterias Gram-
positivas con bajo contenido en G+C. Recientes estudios analizando secuencias de 16S rRNA,
indican su relacidn mas estrecha con Streptococcus (90) y analisis de 23S rRNA agrupan al
género Listeria junto a los géneros Staphylococcus y Bacillus (500). El contenido en G+C de su
DNA oscila entre 36-42%.

Desde 1926 hasta 1974 L. monocytogenes fue la Unica especie reconocida dentro del
género Listeria, en el que se incluia una mezcla heterogénea de bacterias hemoliticas y
patégenas con bacterias no hemoliticas y apatdgenas. La octava edicion del Manual de
Bergey, de 1974, ampli6é oficialmente el nimero de especies a cuatro con la descripcion de
otras tres no patdgenas: L. denitrificans (descrita en 1963), L. grayi y L. murrayi (descritas en
1966 y 1971, respectivamente). L. monocytogenes, considerada en esta edicidn como sensu
lato, seguia incluyendo cepas tan heterogéneas como las arriba mencionadas (hemoliticas y
patégenas junto a no hemoliticas y apatdégenas). Ello creaba no pocos problemas a la hora de
realizar estudios de seguimiento epidemiolégico, ya que, en esas condiciones, resultaba
imposible establecer conclusiones de aislamientos de Listeria a partir del ambiente o
portadores sanos y de individuos afectados de listeriosis.

En 1982, mediante andlisis de hibridacion DNA-DNA (485), L. monocytogenes sensu
lato fue dividida en cinco grupos genéticos, representando cada uno a una especie diferente:
L. monocytogenes sensu stricto, compuesta por cepas hemoliticas y patégenas; L. innocua
(521) y L. welshimeri (477), integradas por cepas no hemoliticas y apatdgenas; L. seeligeri, que
es débilmente hemolitica pero apatdgena (459,481,523); y un grupo que incluiria las cepas de
L. monocytogenes pertenecientes al serovar 5, caracterizadas por producir una fuerte -
hemodlisis en medios de agar sangre.

El microbiélogo bulgaro Ivan Ivanov ya habia sugerido ,en 1975, que las cepas de
L. monocytogenes serovar 5 fueran incluidas dentro de una especie distinta (260). En 1982,
Seeliger et al. recomendaron que el serovar 5 deberia ser considerado como un taxon diferente
a L. monocytogenes (520). Finalmente, basadndose en sus caracteristicas fenotipicas, y como
resultado de estudios de homologia de DNA-DNA (477), todas las cepas pertenecientes al
serovar 5 de L. monocytogenes se agruparon en una nueva especie: L. ivanovii, oficialmente
reconocida como tal en 1984 (524). En 1992, Boerlin et al. (44) demuestran que L. ivanovii
contiene dos grupos gendmicos con rango de subespecie: L. ivanovii subsp. ivanovii y
L. ivanovii subsp. londoniensis subsp. nov. Ambas se pueden diferenciar por la produccién de
acido a partir de ribosa, (negativa en el caso de subs. londoniensis) y de N-acetil-B-D-
manosamina (positiva en caso de subs. londoniensis).

En la dltima edicién del Manual de Bergey (523), el género Listeria esta constituido por
ocho especies: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi,
L. murrayi y L. denitrificans. No obstante, las tres Ultimas estan clasificadas como incertae
sedis. Actualmente no existen dudas sobre el hecho de que L. denitrificans no pertenece al
género Listeria (449,545), del que ha sido excluida y encuadrada en un nuevo género: Jonesia,

12



formado por una Unica especie, Jonesia denitrificans (489). El empleo de técnicas genéticas ha
permitido demostrar que L. grayi y L. murrayi constituyen una Unica especie a la que se ha
denominado L. grayi por haber sido descrita con anterioridad (483). Por lo tanto, actualmente el
género Listeria estd formado por seis especies (262): L. monocytogenes, L.innocua,
L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi y L. ivanovii (subdividida en las dos subespecies nombradas
anteriormente).

Recientes estudios basados en el analisis de la secuencia del 16S y 23S rRNA
(53,500) sugieren un arbol filogenético donde L. grayi se distancia claramente de las otras
cinco especies, que a sSu vez se separan en dos ramas: en una Se encontrarian
L. monocytogenes y L.innocua y en otra estarian incluidas L. ivanovii, L. seeligeri y
L. welshimeri.

De las seis especies que actualmente componen el género Listeria solamente
L. monocytogenes y L. ivanovii son potencialmente patégenas. Si bien L. seeligeri presenta una
ligera actividad hemolitica, y se ha descrito algin caso de listeriosis humana atribuido a esta
especie (486,487), no es considerada como patégena (459,481,523).

1.1.3. Patogenicidad de L. monocytogenes y L. ivanovii.

Aunque ambas especies estan muy estrechamente relacionadas taxonomicamente y
comparten un ciclo de vida intracelular parasita analogo (272) (apartado 1.2.1), muestran
diferencias en su patogenicidad.

La listeriosis es una infeccion alimentaria atipica debido a la severidad y naturaleza no
entérica de la sintomatologia principal que provoca (meningitis o encefalitis, septicemia y
abortos o infecciones neonatales), a una alta tasa de mortalidad (30%), asi como a periodos
prolongados de incubacioén (30 dias; (340)). Es asi mismo una infeccién de tipo oportunista que
afecta fundamentalmente a nifios, ancianos, mujeres embarazadas, y en general, a personas
inmunodeprimidas o sometidas a tratamientos inmunosupresores, mientras que el resto de la
poblacion no suele verse afectada.

L. monocytogenes no sélo se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, de la
que se aisla con frecuencia, sino que es capaz de afectar al hombre y a un amplio nimero de
especies animales, tanto mamiferos como aves. Sin embargo, L. ivanovii se aisla raramente
del medio ambiente o de los alimentos, sugiriendo una distribucién mucho mas restringida
(146,478). Aunque se han descrito casos de listeriosis humana donde el agente etiol6gico
responsable ha sido L. ivanovii (110,141,334,361), esta especie posee un tropismo diferencial
especifico hacia los rumiantes, especialmente los pequefios rumiantes (95,247,341,478,524),
en los que origina abortos, septicemias, incluso enteritis, pero nunca encefalitis que, por otro
lado, es la manifestacion clinica mas caracteristica de los pequefios rumiantes afectados por
L. monocytogenes. De hecho, mientras L. monocytogenes invade activamente el sistema
nervioso central, L. ivanovii no sélo carece de esta capacidad sino que aparentemente posee
un tropismo hacia el Gtero gravido de los pequefios rumiantes (282).
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La sintomatologia de la listeriosis es una consecuencia de la caracteristica y exclusiva
habilidad de los microorganismos responsables de este proceso infeccioso para atravesar dos
o tres barreras fisiol6gicas durante su infeccién: barrera intestinal y barrera placentaria en el
caso de L. ivanovii y, ademas de las anteriores, la barrera hematoencefalica en el caso de
L. monocytogenes. Los diversos cuadros clinicos con los que puede cursar la listeriosis estan,
por tanto, en funcién del agente etioldgico responsable (L. monocytogenes o L. ivanovii), la
especie animal afectada, las barreras fisiolégicas atravesadas, y los factores predisponentes
del propio hospedador. Los cuadros méas caracteristicas son: (i) forma que cursa en forma de
meningoencefalitis, (ii) forma maternofetal, que cursa con abortos e infecciones perinatales, y
(i) formas septicémicas. No obstante, también pueden presentarse otros procesos como
queratoconjuntivitis, endocarditis, miocarditis (fundamentalmente en aves), iritis, mastitis y
enteritis (94,146, 201,403).

La infeccién del SNC es la forma mas frecuente tanto en rumiantes como en personas
adultas. En el ganado ovino, la sintomatologia nerviosa se manifiesta con signos propios de
una romboencefalitis con opistétonos, ceguera, nistagmo, pardlisis facial, y marcha en circulos,
lo que, inicialmente, dio nombre a la enfermedad en esta especie (circling disease) (184). Esta
forma de listeriosis suele ser muy severa y origina la muerte de los animales a los pocos dias
de la aparicién de los primeros sintomas. En el ganado bovino las alteraciones del SNC se
manifiestan con una extension de la cabeza sobre el dorso y movimientos paroxisticos de las
extremidades como si intentaran nadar, llegando la muerte a causa de una apatia completa o
bien de un episodio espasmédico. Rara vez los rumiantes superan la forma nerviosa de la
enfermedad. En el hombre, la componente meningea en la sintomatologia de la infeccion del
SNC por Listeria es mas importante. Se desarrolla también un cuadro grave, caracterizado por
una primera fase de excitacion seguida de somnolencia que puede llevar al comay a la muerte
si no se instaura un tratamiento adecuado.

La forma maternofetal de listeriosis es especialmente importante en el ganado bovino y
en la mujer.. La infeccion del feto se produce de forma transplacentaria, ocasionando el aborto
0, si llega a término, la muerte rapida del neonato debido a la septicemia generalizada con la
que nace. En los nifios recién nacidos este cuadro se conoce con el hombre ya citado de
“granulomatosis infantiséptica”, que se manifiesta con la aparicion de pequefios granulomas
ampliamente diseminados por todo el organismo incluyendo su superficie (519).

La forma septicémica puede aparecer en el individuo adulto, especialmente si concurre
inmunodepresién, aunque se han descrito casos en los que no habia factores predisponentes
reconocidos (403). La septicemia va acompafiada generalmente de enteritis, neumonia vy, si
afecta a hembras gestantes, normalmente abortan.

1.2. Patogénesis de la infeccion por Listeria.

La mayoria de los conocimientos actuales sobre la patogénesis de la infeccién por Listeria
estan basados en el modelo murino de listeriosis experimental, ya que constituye un sistema
altamente reproducible para caracterizar la virulencia de las especies patégenas del género
Listeria, mimetizando ciertos aspectos de la infeccion natural en el hombre y los animales. No
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obstante, sobre la base de acercamientos moleculares, actualmente se esta cuestionando la
capacidad del modelo murino para reproducir importantes aspectos de la listeriosis humana y
se ha propuesto el cobaya como modelo de eleccién para futuros estudios in vivo (325).

El primer paso importante para el conocimiento de la patofisiologia de la listeriosis se
dio gracias a los trabajos pioneros de Mackaness quien, en 1962 (347), establecié que el
sistema mononuclear fagocitico atrapaba a las listerias en el higado y el bazo de los animales
infectados, aportando evidencias convincentes de que estas bacterias eran capaces no sélo de
sobrevivir sino de multiplicarse activamente en los macréfagos. El modelo de listeriosis
experimental en el ratdn contribuyé definitivamente a considerar a L. monocytogenes como
paradigma en el estudio del parasitismo intracelular facultativo y permitir asi el desarrollo de
conceptos béasicos en enfermedades infecciosas e inmunologia relacionados con el parasitismo
intracelular, tales como la inmunidad adquirida de base celular mediada por células T y
macréfagos activados.

La infeccion por Listeria ocurre normalmente tras la ingestion de alimentos
contaminados. Por lo tanto la entrada de las bacterias en el organismo se produce
fundamentalmente a través de la barrera intestinal tras haber superado el primer filtro de la
acidez del estdmago (146,509). Sin embargo, se ha postulado que la invasion del SNC podria
producirse directamente a partir de lesiones en la mucosa bucal desde donde las listerias
accederian a las terminaciones de los nervios trigémino o facial, ascendiendo centripetamente
hasta alcanzar el tronco del encéfalo (11,510). Otras posibles vias de invasiéon, aunque muy
infrecuentes, serian la conjuntiva o la mucosa respiratoria (10,328,418,419).

Una vez las bacterias se encuentran en el intestino deben atravesar la barrera mucosa
intestinal, ya que no se trata de un patdgeno primario del intestino sino sistémico. La puerta de
entrada hacia érganos profundos ha sido un tema muy debatido. Tradicionalmente han
coexistido dos hipotesis: por un lado, Racz et al. (454) describieron, en cobayas infectadas por
via oral, la entrada de Listeria a través de los enterocitos y Karunasagar et al. (273) mostraron
la invasion de células de carcinoma de colon humano (Caco-2) por la superficie apical de las
mismas. Por otro lado, Mac Donald et al. (345) y Marco et al. (356), utilizando el modelo
murino, demostraron que las bacterias se localizaban fundamentalmente en las placas de
Peyer del ileon, por lo que la invasion del epitelio intestinal podria tener lugar, principalmente,
atravesando las células M que tapizan la superficie de los foliculos linfoides de la pared
intestinal (placas de Peyer). Desde esta localizacién los microorganismos podrian acceder a los
enterocitos por su cara basolateral, como es el caso de Shigella flexineri (505,584).

Recientemente se han presentado evidencias apoyando ambas hipétesis. Jensen et al.
consideran a las células M como puerta de entrada de Listeria (261), mientras Marco et al. y
Pron et al. (355,452) indican que no existe un lugar preferencial de entrada (enterocitos o
células M). No obstante, todos los autores consideran esta primera fase de entrada como un
proceso inespecifico e ineficaz que depende Unicamente de la cantidad de bacterias que haya
en el intestino y que no requiere ningun factor de virulencia especifico (261,452). Sin embargo,
se ha demostrado que las células fagociticas subyacentes a las placas de Peyer constituyen un
lugar para la multiplicacién primaria de Listeria (347,452).
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A partir de estos focos primarios de replicacion las bacterias, via linfatica y
posteriormente por la circulacién sanguinea, llegan al higado y al bazo constituyendo éstos los
O6rganos diana primarios de la infeccion. En los sinusoides hepéticos son atrapadas por los
macréfagos residentes (células de Kipffer), donde la mayoria de las bacterias son destruidas
en las primeras 6 horas (114,348) debido a la fusion fagolisosomica y a la explosion oxidativa
(495). Un porcentaje variable, dependiendo de la dosis infectiva, es capaz de escapar de los
fagolisosomas de las células de Kupffer y replicarse en su citosol.

La fase hepatica de la listeriosis es crucial para el posterior desarrollo de la listeriosis.
Una de las piedras angulares de la virulencia de Listeria es la capacidad para moverse en el
interior de las células eucariotas y de pasar directamente de una célula a otra sin entrar en
contacto con el medio extracelular, quedando por tanto al abrigo de los efectores humorales del
sistema inmune (apartado 1.2.1.; 111,127,289,559). Gracias a esta habilidad, Listeria, pasa
desde las células de Kipffer a los hepatocitos donde se multiplica activamente. En contra de lo
gue se venia creyendo, los hepatocitos y no los macrofagos, son el principal lugar de
replicacion de Listeria en el organismo durante las fases tempranas de la infeccion. La
multiplicacion masiva de Listeria en los hepatocitos acaba destruyéndolos por necrosis o
apoptosis, dando lugar a la concomitante liberacién de citokinas que reclutan neutrdfilos en el
foco infeccioso (91,491). Los neutrdéfilos tienen un papel fundamental en los mecanismos de
defensa temprana y resolucién del foco infeccioso (492): al fagocitar y destruir los hepatocitos
apoptoticos, dejan libres y vulnerables a las bacterias que también seran destruidas por ellos.
Otra posible via de entrada a los hepatocitos puede producirse a partir de las listerias que
guedan libres en el espacio extracelular después de haber sido destruidas las células de
Kipffer donde se encontraban, mediante fagocitosis inducida.

Las bacterias que logran sobrevivir crecen logaritmicamente durante 2-3 dias. Los
neutréfilos son sustituidos por monocitos y macréfagos que llegan al foco de infeccién
inducidos por factores quimiotacticos y citokinas tales como, factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), gamma-interferén (IFN-y), CSF (colony-stimulating factor), e interleuquinas (IL-) 1, 4, 6
y 12 (para cuya induccién es necesaria la hemolisina de L. monocytogenes; 27,221). La
reaccioén inflamatoria se organiza dando lugar a la formacién de granulomas que constituyen la
lesion caracteristica de la listeriosis y que forman una auténtica barrera fisica que frena la
progresion del foco infeccioso.

Uno de los mecanismos por los que Listeria puede entrar en los macréfagos es
dependiente del complemento. Los acidos teicoicos de la pared celular bacteriana activan su
via alternativa, que da lugar a la deposicion del componente C3b sobre la misma y la
consiguiente fagocitosis (108). Los macréfagos infectados producen TNF-a, que va a estimular
a las células natural killer (NK), que a su vez produciran grandes cantidades de IFN-y, el cual
va a activar los mecanismos listericidas de los macrofagos (17). No todos los macréfagos
infectados son capaces de destruir a las listerias y se han descrito factores que determinan la
actividad listericida de los macréfagos, como el receptor por el cual las listerias son
fagocitadas, los niveles de hierro, y la presencia de la IL-10 en la superficie de los macréfagos
(revisado en 157). También se ha sugerido que los propios hepatocitos podrian destruir a las
listerias tras su estimulacion con IFN-y (204).
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La resolucion de una listeriosis depende de la activacion y potenciacion de la actividad
bactericida de los macréfagos mediada por células T y por la expansion clonal de linfocitos T
citotoxicos (CD8") con actividad bactericida, especificamente dirigidas contra antigenos de
Listeria tales como la hemolisina (48,238,499,532), y la proteina de superficie p60
(177,178,230). La presentacion de los correspondientes epitopos de Listeria por moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | da lugar a la activacién de dichas
células T citotoxicas (CD8"), esenciales para la destruccion de las células infectadas. La
estimulacion de las células T CD4" por el MHC de clase Il también contribuye a la adquisicién
de resistencia contra la bacteria (279). Ambos mediadores de la respuesta inmune producen a
su vez IFN-y, contribuyendo a incrementar la cascada de activacién de los macréfagos.

La interaccion del sistema inmune con células hepaticas infectadas es crucial para el
control de la infeccién (348,407,442). Si esta respuesta inmune no es suficientemente eficaz
(como puede ocurrir en el caso de individuos inmunocomprometidos), las listerias se
multiplicaran en el higado sin restriccion. La consecuente destruccion de los hepatocitos origina
la liberaciébn de una gran carga bacteriana al torrente circulatorio y una diseminacion
hematdégena a los 6rganos diana secundarios, fundamentalmente el SNC o la placenta, o la
invasion generalizada del organismo, dando lugar a los cuadros clinicos caracteristicos de la
listeriosis (201; apartado 1.1.3).

1.2.1. Ciclo intracelular de Listeria.

Tanto L. monocytogenes como L. ivanovii son patdégenos intracelulares facultativos capaces no
s6lo de sobrevivir y multiplicarse en macrofagos de diferentes origenes sino de invadir
activamente distintos tipos celulares no fagociticos (101,132,170,206,207,337). Esta habilidad
de las especies patdgenas de Listeria de invadir las células no fagociticas constituye una
piedra angular para el éxito de su estilo de vida como parasito intracelular (revisado en
101,253,254). El ciclo de vida intracelular se inicia con la adhesién y posterior invasion de las
células hospedadoras. Este proceso implica muy probablemente interacciones especificas
ligando-receptor que inducen la estimulacion de vias de transduccion de sefales en la célula
eucariota, desencadenando la reorganizacion del citoesqueleto cortical de actina y la
fagocitosis.

Tras su internalizacién, las listerias quedan confinadas en un fagosoma.
Algunos de estos fagosomas se fusionan con lisosomas y las bacterias son
destruidas. Sin embargo, un porcentaje significativo de listerias escapa del
compartimento vacuolar mediante la disrupcién de la membrana fagosémica.
Una vez libre en el citoplasma, las bacterias se multiplican activamente. Al
mismo tiempo, inician un proceso de motilidad intracelular subvirtiendo
nuevamente la funcionalidad del citoesqueleto de actina de la célula
hospedadora. La polimerizacion de actina en uno de los polos de la bacteria es
utilizada como fuerza de propulsion, generando un movimiento bacteriano
aleatorio en el citoplasma. Este movimiento permite que algunas alcancen la

17



periferia de la célula infectada. Alli, las listerias entran en contacto con la cara
interna de la membrana celular, haciendo protrusion hacia la célula colindante
en evaginaciones citoplasmicas que contienen en su extremo apical una
bacteria. Estas estructuras son fagocitadas por las células vecinas y las
bacterias quedan englobadas en fagosomas secundarios de doble membrana
(Fig. 1.1). Las listerias son nuevamente capaces de lisar este compartimento
vacuolar y escapar al citoplasma, iniciando asi un nuevo ciclo de multiplicacién
y propagacion.

Mediante este elegante mecanismo las listerias patdégenas pueden diseminarse entre
diferentes células y tejidos del hospedador infectado sin verse expuestas a los efectores
humorales del sistema inmune del medio extracelular.

2
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Figura 1.1. Representacion esquematica del ciclo de infeccion celular de las especies patégenas de
Listeria. Se indican los factores de virulencia que intervienen en cada etapa del proceso (texto). 1,
Adhesion e invasion a la célula hospedadora; 2, inclusién y supervivencia en el fagosoma; 3, lisis de la
vacuola fagocitica y liberacion de la bacteria al citoplasma; 4, multiplicacion en el citosol y reclutamiento
de actina; 5, movimiento intracelular de Listeria mediado por la polimerizacion de F-actina; 6, protrusion
hacia la célula vecina; 7, supervivencia en fagosomas secundarios (doble membrana); 8, ruptura de la
doble membrana, liberacién al citoplasma, y consiguiente repeticion del ciclo.

1.2.2. Determinantes moleculares del parasitismo
intracelular de Listeria.
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Desde la publicacién de los primeros trabajos de caracterizacion de los determinantes de
patogenicidad, en la década de los ochenta (170,215,578), se han identificado y caracterizado
varios factores de virulencia fundamentales para explicar el ciclo de vida intracelular de Listeria.

La mayor parte de los estudios genéticos se han llevado a cabo en L. monocytogenes.
Sin embargo, el ciclo de vida intracelular de L. ivanovii es, basicamente analogo e implica
esencialmente a los mismos factores de virulencia.

Invasion celular. El mecanismo de entrada de Listeria, es similar al de Yersinia y se ha
descrito como un evento de tipo “cremallera” o “zipper”, caracterizado por un progresivo
envolvimiento del microorganismo por una membrana plasmatica en estrecho contacto con la
superficie bacteriana, gracias a una reorganizacion en el citoesqueleto de actina (101,153,254).
Este proceso es claramente distinto del mecanismo desencadenado por Salmonella o Shigella
durante su entrada, denominado de “disparo” o “trigger” y implica una dramatica reorganizacion
del citoesqueleto y cambios espectacularmente dindmicos en la membrana plasmatica que
recuerdan a las implicadas en la macropinocitosis y que literalmente atrapan a la bacteria
(152,258,376,550).

La entrada de Listeria en células eucariotas esta mediada por, al menos, dos proteinas
de superficie de la familia de las internalinas que participan directamente en el proceso de
invasion en cultivos celulares: InlA (o internalina propiamente dicha) codificada por el gen inlA,
y responsable de la invasion de lineas de células epiteliales intestinales humanas (Caco-2)
(132,169), e InIB, codificada por inIB, que media la entrada en lineas celulares de hepatocitos
(53,132) asi como en algunas lineas de fibroblastos y células epiteliales de distintos origenes:
Hela, HEp-2, CHO, L2 y Vero (53,256,421).

La E-caderina de origen humano es el receptor celular de InlA. Se trata de una
glicoproteina implicada en la adhesion intercelular dependiente de calcio que se expresa
especificamente en los tejidos epiteliales, esencialmente en piel, higado, tracto digestivo y
plexo coroideo (376). Asimismo, se ha identificado el receptor de las cabezas globulares del
componente C1q del complemento (gC1g-R) como receptor de InIB en las células eucariotas
(51).

La entrada mediada por InIB implica una activacién de la fosfoinositol-3
quinasa (PI-3K) p85/p110. Esta activacion requiere una fosforilacion de
tirosinas de proteinas de la célula hospedadora tales como Gabl, Cbl y Shc
(255) y la asociacion de p85 con al menos una de ellas. EI mecanismo por el
cual la PI-3K media el proceso de invasion se desconoce, aunque es posible
que esté implicada en el control de la polimerizacion de filamentos de actina,
como en el caso de las plaquetas (153,229). La participacion de quinasas de la
célula hospedadora en la invasion bacteriana implica la existencia de una
estrecha comunicacion entre la bacteria y la célula eucariota.

Los miembros de la familia de las internalinas, cuyo prototipo estructural es InlA, se
caracterizan por poseer una secuencia sefial, dos regiones diferentes de repeticiones con una
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regiobn muy conservada entre ambas, y un dominio C-terminal responsable de su unién
covalente con el péptidoglicano bacteriano (155,169). La primera regién de repeticiones esta
formada por un nimero variable de unidades repetidas de 22 aminoéacidos (aa) ricas en leucina
(LRR’s leucine rich repeats) con la secuencia consenso -L--L-L--N-L-DI--L--L- (donde *“-*
equivale a cualquier aa). El motivo LRR esta implicado en interacciones proteina-proteina
(288). La estructura de anclaje a la pared bacteriana estd compuesta por un pentapéptido
consenso LPXTG (donde “X” equivale a cualquier aa), seguido por una secuencia hidrofébica y
residuos con carga positiva (135,155,169). InIB, es la Unica internalina que no presenta este
dominio de unién a la pared bacteriana. Se ha demostrado que los ultimos 231 aa son
necesarios y suficientes para su ensamblaje a la pared (50). Esta region de anclaje esta
formada por repeticiones de 80 aa, comenzando siempre por glicina y triptofano (GW) (Fig.
1.4). Estructuras similares se han identificado en una bacteriolisina de superficie de
L. monocytogenes, Ami, y en la lisostafina de Staphylococcus simulans (50,464).

Se han identificado en L. monocytogenes nuevos miembros pertenecientes a esta
familia de internalinas: InIC2,D,E,F,G,H que comparten el patron estructural prototipo de InlA.
Estas internalinas se encuentran codificadas en genes localizados en tres loci (inlC2,G,H;
inlGH,E e inlF; apartado 1.3.2 y Fig. 1.4). Los dos loci que contienen tres internalinas
corresponden a un Unico islote de internalinas que ha evolucionado de forma diferente en dos
aislados de la cepa EGD (apartado 1.3.2) (134,456).

Recientemente se ha descrito una serie de proteinas: InIC (IrpA) en L. monocytogenes
e i-InIC,D,E,F en L. ivanovii, (128,142,144,299,336), que poseen una estructura relacionada
con las internalinas pero con una tamafio mucho menor y ausencia de estructuras de anclaje a
la pared bacteriana (apartado 3.3.1 para mas detalles).

Se han diferenciado, por tanto, dos subfamilias dentro de las internalinas: (i)
internalinas de gran tamafio, secretadas y ancladas en la pared celular, cuyo prototipo es InlA,
descritas por el momento tan sélo en L. monocytogenes; (ii) internalinas de pequefio tamario,
secretadas y sin estructuras de anclaje a la pared bacteriana, con funcién desconocida, cuyo
prototipo es InIC, y que se encuentran presentes fundamentalmente en L. ivanovii.

La funcién de las internalinas en la virulencia, utilizando el modelo murino, no esta
clara. El papel de InlA en la supervivencia in vivo no ha podido ser demostrada todavia
(132,135,337), e InIB parece tener un pequefio aunque significativo papel en la virulencia
(132,135,337). La delecion del cluster inIG,H,E presente en una de las cepas de EGD no afecta
al fenotipo invasivo de Listeria en distintas lineas celulares de mamiferos, sugiriendo que estas
internalinas, a diferencia de InlA e InIB, no estan implicadas en la invasion. Sin embargo, se ha
descrito una disminucion de la supervivencia en higado y bazo de los mutantes AinlG,H,E con
respecto a su cepa parental, indicando un papel importante de este cluster de internalinas en la
colonizacion de tejidos in vivo (456). La delecién del locus inlC2,D,E, homdlogo a inIG,H,E vy el
locus adicional inlF identificados en la segunda cepa de EGD tampoco permite observar
diferencias en la entrada de Listeria en diversas lineas celulares, ademas, la ausencia de estos
loci no afecta a los recuentos bacterianos en higado y bazo de origen murino (134). Teniendo
en cuenta estos resultados junto con la existencia de genes homélogos a las internalinas en
especies no patdgenas como L. innocua (169), cobra fuerza la hipotesis de que los miembros
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de esta familia multigénica poseen funciones bioldgicas no exclusivamente relacionadas con la
virulencia.

Sin embargo, las internalinas de pequefio tamafio y secretadas, tanto de
L. monocytogenes como de L. ivanovii, si parecen tener una papel importante en la virulencia in
vivo (128,143,144). Si bien su funcién aln no se ha determinado, no parecen estar implicadas
en el fendmeno de invasion. inlC se expresa preferentemente en el citoplasma de las células
hospedadoras durante las ultimas fases del ciclo de vida intracelular cuando la bacteria se
encuentra en la fase de paso de célula a célula (véase mas adelante) (65,142). Estos
resultados sugieren que InlC podria estar implicada en la diseminacién de la infeccién. Sin
embargo, la diseminacién intercelular no se ha visto afectada en los estudios realizados con un
mutante AInlC (128,142,206). No obstante, las posibles funciones en patogénesis de las
proteinas pertenecientes a la familia de las internalinas deberan ser estudiadas en modelos
animales alternativos al murino, en los que se pueda reproducir una listeriosis analoga a la que
se produce en los hospedadores habituales, ya que es muy probable que estén implicadas en
un tropismo de hospedador (254,325).

Un hito fundamental en el conocimiento de la funciéon de InlA ha sido el reciente
descubrimiento por Lecuit et al. (325) de que el residuo de Prolina localizado en la posicién 16
de la E-cadherina es critico para la interaccion con InlA. Asi, la existencia de Prol6 en la E-
cadherina esta correlacionada con la permisividad de invasién dependiente de InlA de las
células hospedadoras. De tal manera que, aquellas células que expresan la E-cadherina de
origen murino o de ratas, ambas con un residuo Glu en posiciéon 16, no permiten la entrada
dependiente de InlA. Sin embargo, las células que expresan E-cadherina de origen humano o
de cobayas, con Prol6, son susceptibles de ser invadidas por bacterias que expresan InlA.
Ademas, la sustitucion Prol6—Glu en la E-cadherina humana impide la interaccion con InlA
mientras que el reemplazo de Glul6 por una Pro en la E-cadherina murina le confiere la
capacidad de interaccionar con InlA (325). Estos hechos constituyen las primeras evidencias
experimentales en identificar una posible base molecular de la especificidad de hospedador
que presenta un patégeno bacteriano. Estos resultados constituyen sélidos argumentos para
cuestionar la idoneidad del modelo murino, que es y ha sido, profusamente utilizado en el
estudio de la inmunobiologia de la infeccién por Listeria y en investigaciones sobre patogénesis
de Listeria. Por lo que parece necesaria una reevaluacion de la informacion experimental
disponible sobre el papel en la virulencia de, al menos, InlA e InIB utilizando un modelo animal
mas adecuado. Recientemente se ha propuesto el cobaya como modelo animal de eleccién
para futuros estudios in vivo (325).

El papel en la adhesién e invasién de la proteina de superficie p60, codificada por el
gen iap, y presente en todas las especies del género Listeria es, por el momento, incierto (305).
Sin embargo, se ha relacionado un defecto en la produccién de la proteina de 60 kDa tanto en
el sobrenadante de cultivo (305) como asociada a la pared celular (498), con una disminucién
en la virulencia (246). Ademas, este descenso de la virulencia esta relacionada con una
reduccién de la invasividad, particularmente en fibroblastos (305). Existen evidencias
experimentales que implican a p60 en la invasion intestinal y en la supervivencia in vivo
(239,241). Ademas, un reciente estudio ha mostrado, empleando p60 recombinante de
L. monocytogenes, la unidn especifica que presenta esta proteina a células intestinales Caco-2
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(422). Sin embargo, resulta extremadamente dificil determinar el preciso papel que tiene p60
en la virulencia ya que, debido a la actividad murein hidrolasa de p60, esencial para la
viabilidad celular, los mutantes en iap son letales (599).

Recientemente se ha demostrado que otra proteina de superficie, ActA, responsable en
la polimerizacibn de actina (véase mas adelante), interviene en la interaccion de
L. monocytogenes con la célula hospedadora, constituyendo posiblemente un ligando en el
reconocimiento especifico de los receptores de proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG) de la
célula eucariota (7).

Supervivencia intrafagosomal y evasion del fagosoma. A consecuencia de su
internalizacion, la bacteria queda englobada en un fagosoma durante aproximadamente 30
minutos en el caso de L. monocytogenes y una hora en L. ivanovii (272). Este fagosoma se
acidifica rapidamente por medio de bombas ATPasas de protones (371). La supervivencia
bacteriana y su posterior multiplicacion en el citosol van a ser el resultado de una competicion
entre la fusion fagosoma-lisosoma y la explosién oxidativa de las células hospedadoras, que
llevaria a la expresion de la actividad bactericida producida por la transferencia de enzimas
hidroliticas a los fagosomas, y la capacidad de las bacterias virulentas para escapar de este
compartimento acido antes de que se produzca dicha fusion (114).

Listeria es capaz de lisar la membrana fagosémica gracias, fundamentalmente, a una
potente toxina formadora de poros, la listeriolisina O (LLO) codificada por el gen hly
(181,378,578) en el caso de L. monocytogenes, o ivanolisina O (ILO), codificada por el gen ilo
(215,300,571), en L. ivanovii.

La actividad de las proteinas citoliticas se evalla habitualmente por su capacidad para
lisar eritrocitos, de ahi que se denominen hemolisinas. Ambas citolisinas pertenecen al
numeroso grupo de las toxinas colesterol-dependientes (tiol-activadas) formadoras de poros y
cuyo prototipo es la estreptolisina O de Streptococcus pyogenes (536). Estas toxinas estan
producidas por varios géneros de bacterias Gram positivas cercanas filogenéticamente a
Listeria (Streptococcus, Bacillus y Clostridium) (373,378). De éstas, Unicamente LLO de
L. monocytogenes e ILO de L.ivanovii estan producidas por patdégenos intracelulares.
Contrariamente al resto de las toxinas tiol-activadas, ILO y LLO presentan una actividad
méaxima a pH é&cido (181,300,571), lo que puede ser especialmente importante para su accién
en un ambiente fagosémico acido. Y, lo que es mas interesante, se ha visto que LLO muestra
una actividad nula a pH neutro, lo que serviria para evitar el efecto litico de estas toxinas en las
membranas celulares cuando las bacterias son liberadas al citosol, con pH neutro.
Experimentos realizados en Bacillus mostraron que tanto LLO como la perfringolisina O (PFO),
toxina muy similar a LLO y producida por Clostridium perfringens, conferian a Bacillus la
capacidad de escapar del fagosoma (32,443). Sin embargo, a diferencia de LLO, PFO ejercia
también un efecto citotéxico sobre la célula hospedadora debido a que su pH 6ptimo es basico
y tiene una vida media mas prolongada en el citoplasma de la célula (264,265,443). Mediante
la seleccion de mutantes de L. monocytogenes que, expresando el gen pfo, eran capaces de
proliferar normalmente en el citosol intracelular, se han identificado mutaciones en la PFO que
mantienen la propiedad de mediar la lisis de la membrana vacuolar pero son deficientes en
provocar un efecto téxico en las células hospedadoras (265). Un tipo de mutaciones acortaba la
vida media citoplasmatica de la toxina mientras que un segundo grupo de mutaciones
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modificaban el pH 6ptimo de PFO, volviéndolo similar al que presenta LLO (265). LLO
proporciona pues un elegante ejemplo de adaptacion molecular evolutiva en el que Listeria ha
sido capaz de desarrollar una toxina que, gracias a su bajo pH 6ptimo, tiene una actividad
restringida al compartimento fagosémico, protegiendo asi a la célula hospedadora de cualquier
efecto citotoxico.

Por otro lado, la funcién de la hemolisina no esta restringida a la lisis del fagosoma sino
que aparece como un factor de virulencia multifuncional con importantes funciones en la
interaccion parasito-hospedador. De tal manera que la exposicion exdgena y endégena a esta
toxina puede inducir numerosas respuestas en las células hospedadoras tales como:
proliferacién celular en fibroblastos transfectados (118); activacién de la ruta de Raf-Mek-MAP
kinasas en células epiteliales (494,589,553), induccion de exocitosis mucosa en células
intestinales (88); modulacion de la internalizacién via sefializacién de calcio (582); expresion de
citoquinas en macréfagos (307,404), degranulacion y formacion de leucotrienos en neutréfilos
(531); induccion de apoptosis en células dendriticas (213); generacion de mediadores lipidicos
(530); activacion de NF-kB (280) y contribuir a la induccién de la expresion de moléculas de
adhesioén celulares en células endoteliales infectadas (280,304,122)

La hemolisina juega también un papel crucial en la respuesta inmune protectora frente
a la infeccion por L. monocytogenes desde dos vias fundamentalmente. La primera,
favoreciendo la liberaciéon y posterior proliferacién de las bacterias en el citosol, esencial para la
presentacion de antigenos de Listeria asociados al MHC de clase | y la induccion de la
respuesta protectora de células T CD8" citotdxicas (27,18,63,244,243). La segunda, la
hemolisina es el principal antigeno reconocido por los linfocitos T CD8" durante la infeccion de
Listeria (29,48,0,499,532). Por ultimo, recientemente Edelson et al. (38) han cuestionado el
viejo paradigma de que la Unica respuesta protectora frente a los parasitos intracelulares es la
inmunidad de base celular (279), demostrando que anticuerpos monoclonales neutralizantes
anti-LLO incrementan la resistencia a la infeccion del ratén por Listeria. Por lo que es probable
gue la respuesta del sistema inmune de tipo humoral esta implicada en la proteccién frente a
L. monocytogenes y la LLO juega un papel clave.

Mutantes incapaces de producir LLO o ILO son completamente avirulentos en el
modelo murino, y practicamente incapaces de evadirse del fagosoma, lo que demuestra que la
salida de la bacteria hacia el citosol es un paso critico para el establecimiento de la infeccion
(32,168,441). No obstante, mutantes impedidos en la produccion de LLO/ILO aln mantienen
cierta capacidad para proliferar en determinadas células epiteliales, como Henle407, o
fibroblastos murinos (272,441,548). Estas observaciones sugirieron que podria haber otros
factores implicados en la lisis de las membranas fagosémicas. Se ha demostrado en
L. monocytogenes que la accidon de las hemolisinas de Listeria se ve reforzada por la
interaccion sinérgica de dos fosfolipasas (360,535); una fosfatidilinositol fosfolipasa C
especifica, PICA (74,517), codificada por el gen plcA (iplcA en L. ivanovii) (200,314,329,372) y
una fosfolipasa C de amplio espectro de actuacion (PlcB, conocida como lecitinasa) (182),
codificada por plcB (iplcB en L .ivanovii) (200,301,574). Recientemente se ha caracterizado una
nueva fosfolipasa C especifica de L. ivanovii, la esfingomielinasa C (SmcL) codificada por smcL
(196).
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Las primeras evidencias experimentales que asignaban a las fosfolipasas (PLCs) un
papel en la disrupcion de membranas fagosémicas se obtuvieron mediante mutagénesis en el
operén de la lecitinasa (apartado 1.3.1) de L. monocytogenes. De tal manera que, mutantes en
plcB, formaban placas de lisis mas pequefias en cultivos monocapas de macrofagos J774 y
permanecian retenidos en las vacuolas de doble membrana (574). Esto indicaba que PlcB
jugaba un importante papel en la lisis eficiente de los fagosomas secundarios formados durante
tras el paso de célula a célula de Listeria (Fig. 1.1). Utilizando mutantes deficientes en Hly, se
ha mostrado que PIcB participa en la lisis efectiva de las vacuolas primarias en células Henle
407 (360). Recientemente se ha descrito una implicacion de PIcB en la proliferacion intercelular
desde macro6fagos a diferentes tipos celulares de mamiferos incluyendo células endoteliales de
microcapilares cerebrales (206) asi como en la proliferacién en tejido cerebral murino in vivo
(53). Estos datos proporcionan evidencias experimentales para asignan un papel fundamental
a PIcB en el paso de célula a célula en la fisiopatogénesis in vivo de Listeria.

Cepas deficientes en la expresién de plcA fueron inicialmente aisladas durante la
busqueda de determinantes moleculares implicados en el paso de célula a célula en una
libreria de mutantes obtenidos mediante transposicién (73,548). Los mutantes por insercién en
plcA, presentaban una drastica reduccién de su virulencia en el modelo murino, fracasaban en
su supervivencia en 6rganos de ratdon y eran incapaces de proliferar en macréfagos (73). Sin
embargo, esta severa deficiencia en su virulencia se debia a un efecto polar sobre el gen
situado en su extremo 5’, prfA, que codifica el activador transcripcional de los genes de
virulencia de Listeria con el que plcA se cotranscribe (apartado 1.3.3). Estudios posteriores con
mutantes en fase de plcA, han revelado una pequefia reduccién de la virulencia in vivo y ligera
disminucién en la habilidad de escapar del fagosoma primario en macréfagos de origen murino
(74). El analisis comparado del comportamiento de los mutantes obtenidos por delecién simple
y doble en pIcA, plcB y hly, en ratones y en infecciones de cultivos celulares, indican que PIcA
juega un papel individual menor en la virulencia, pero actla sinérgicamente con PIcB (que a su
vez también muestra un papel accesorio en la virulencia) para conseguir, junto a LLO, niveles
Optimos de escape de los fagosomas primarios y secundarios (360,535).

Recientes evidencias experimentales indican que SmcL de L. ivanovii juega también un
papel accesorio en la patogénesis, similar a PIcA y PIcB. La falta de produccién de SmcL en
L. ivanovii se traduce en un moderado descenso en la virulencia asi como en una disminucion
en el crecimiento intracelular en células epiteliales bovinas. La complementacion en trans con
smcL facilita la supervivencia intracelular de especies no patdgenas como L.innocua en
macrofagos, y confiere a un mutante de L. monocytogenes al que se le ha delecionado actA
(véase mas abajo) y los determinantes de virulencia conocidos implicados en la alteracion de
membranas (hly, plcA, plcB/mpl), la habilidad de proliferar en células epiteliales. Estudios de
microscopia electrénica de estas células muestra como SmcL media la disrupcién de las
vacuolas primarias y la liberacién de las bacterias al citosol (53,196).

Ademas de las funciones de escape del fagosoma, las PLCs de Listeria, pueden
también jugar un importante papel en la patogénesis subvirtiendo las vias de sefializacion de la
célula hospedadora mediadas por los productos de la hidrélisis de los fosfolipidos tales como el
diacilglicerol (DAG), ceramida (CER) e inositol fosfato. Estos metabolitos lipidicos regulan
procesos celulares claves, entre los que se incluye la diferenciacion y proliferacion celular, la
apoptosis y la sintesis de citoquinas y quimoquinas (53,516). Existen algunas evidencias
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experimentales apoyando este sutil papel de las PLCs de Listeria. Asi, se ha observado que
altos niveles lipidicos se transforman en una acumulacion de DAG y CER a las 3 6 4 horas
postinfecciébn de macréfagos J774 (535). Se ha sugerido una implicacion de las PLCs
bacterianas en esta actividad ya que células infectadas con mutantes AplcA y AplcB
presentaban menores incrementos en los niveles de los mediadores DAG y CER (535). Sin
embargo, un mutante doble A(plcA, plcB) continGia induciendo la generacién de DAG y CER
(535), indicando la participacion de fosfolipasas enddgenas en esta respuesta de las células
hospedadoras. Asimismo, se ha mostrado la implicacion de las fosfolipasas PIcA y PIcB en la
activacion persistente de NF-xB en macréfagos P3888D; (53) y en la induccién de CER
asociada a la activacion de NF-kB. No se ha podido comprobar si la liberacién de mensajeros
lipidicos es mediada por la accién directa de las PLCs bacterianas sobre los fosfolipidos de las
membranas, o se produce como resultado de un efecto indirecto gobernado por las fosfolipasas
endogenas estimuladas indirectamente por las vias relacionadas con el escape del fagosoma.
Sin embargo, existen evidencias indicando que las Listerias patdgenas pueden modular y
adaptar las respuestas inflamatorias de las células y tejidos hospedadores a sus necesidades,
mediante la generacion de mensajeros lipidicos secundarios.

La supervivencia de Listeria en el interior de las vacuolas fagociticas implica una
respuesta adaptada a las condiciones estresantes y hostiles del medio intrafagosémico,
mediada por un conjunto de proteinas conservadas que se producen en condiciones
ambientales hostiles. Estas proteinas pueden ser chaperonas que asisten en el correcto
plegamiento o ensamblaje de proteinas dafiadas en situaciones de estrés o proteasas que
degradan las proteinas alteradas, asegurando asi una correcta funcién de las rutas fisiolégicas
esenciales en condiciones de estrés (198). Se ha descrito un nuevo grupo de mediadores de
estrés asociados con la virulencia implicados en la supervivencia intravacuolar y el posterior
escape hacia el citoplasma en L. monocytogenes. Una de estas proteinas de estrés es una
ClpC-ATPasa perteneciente a la familia HSP-100/Clp, una clase de proteinas altamente
conservadas e implicadas en la tolerancia al estrés en numerosos organismos tanto eucariotas
como procariotas (508,541,587). El locus que codifica ClpC, clpC, fue identificado mediante
mutagénesis por transposicion por Rouquette et al. (497). clpC se encuentra sobreexpresado
en condiciones de choque térmico (42°C) y durante la fase estacionaria de crecimiento, lo que
coincide con un patron de induccién general en condiciones de estrés (472). Mutantes en clpC
presentan una significativa reduccién de su virulencia. El estudio de estos mutantes mediante
microscopia electrénica permiti6 comprobar que permanecian confinados dentro de las
vacuolas fagos@micas, indicando que, bien ClpC estaba implicado en la lisis de las membranas
fagosomicas (496), o, con mayor probabilidad la pérdida de ClpC compromete la superviencia
intrafagosdmica de Listeria, impidiendo la produccion de cantidades suficientes de factores de
virulencia con actividad membrano-litica.

Mas recientemente, se han identificado proteinas adicionales (CIpE y ClpP) inducidas
por estrés e importantes en la patogénesis (393,394). CIpE es, como ClpC, un nuevo miembro
de la familia de proteinas de estrés HSP100, igualmente, se requiere para la supervivencia
prolongada a 42°C y esta implicado en la virulencia de L. monocytogenes. ClpP, pertenece a
una familia de proteasas de estrés altamente conservadas en procariotas y eucariotas (172).
Un mutante de delecién en clpP presenta una supervivencia disminuida en macréfagos y una
reduccién de su virulencia en el raton. ClpC, CIpE y ClpP estan regulados negativamente por
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CtsR, homoélogo al represor CtsR de genes de respuesta al estrés en B. subtilis. CtsR de
L. monocytogenes, esta codificado en el primer gen del operéon que incluye clpC, clpE y clpP
(497).

Vida intracelular y motilidad intra e intercelular. Inmediatamente después de liberarse en el
citosol, Listeria, comienza a dividirse activamente con un tiempo de generacion semejante al
que presenta en un medio de cultivo rico como el BHI (92,170,548). En un principio, se
pensaba que el citosol era un medio particularmente rico y permisivo para la multiplicacion
bacteriana ya que incluso mutantes auxotrofos son capaces de crecer sin restricciones en él
(359). Sin embargo, este concepto ha sido recientemente desterrado (179,443). De hecho, sélo
un reducido nimero de patdgenos bacterianos, como Listeria, Rickettsia, Shigella o E. coli
enteroinvasivo, han elegido el citoplasma como lugar de multiplicacién en los tejidos del
hospedador (revisado en 188), lo cual sugiere que la proliferacién en dicho hébitat requiere
adaptaciones precisas por parte del agente patégeno.

Nuestro grupo ha presentado evidencias de la existencia de un nuevo factor, la
capacidad para utilizar la glucosa-1-fosfato (G-1-P), probablemente implicado en la adaptacion
de las dos especies patdgenas del género Listeria a las condiciones del medio citoplasmico.
Esta hexosa fosfato proporcionaria al patégeno intracelular una fuente de carbono y fosfato
facilmente metabolizables, propiciando su rapido crecimiento en el citoplasma celular (471).
Recientemente hemos descubierto el determinante genético implicado en la utilizacién de G-1-
P. Se trata del gen hpu, (hexose phosphate uptake) que codifica una permeasa (Hpu)
independiente de fosfoenolpiruvato (PTS), transportadora de hexosas fosfato (85,471).

La division de Listeria va asociada a la formacién de una densa nube de actina que la
rodea (559). Asociada con la replicacion bacteriana se va a producir una redistribucion de los
filamentos de actina concentrdndose en uno de los polos de la bacteria (290). Posteriormente
se produce una polimerizacion continua de actina en dicho polo, lo que mediante un
mecanismo similar al de los cohetes, propulsa a las bacterias por el citoplasma. La proteina
necesaria y suficiente para inducir esta polimerizacion de actina y el posterior movimiento
intracitoplasmico de Listeria es ActA en L. monocytogenes (127,289) e iActA en L. ivanovii
(183,199,301). Se trata de una proteina de superficie con un péptido sefial en su extremo N-
terminal y una region hidrofébica en su extremo C-terminal que le permite anclarse a la
membrana bacteriana.

Aunque en el resto de los factores de virulencia descritos hasta ahora e implicados en
las distintas fases del ciclo de vida intracelular, ambas especies comparten un alto grado de
identidad (Hly 80% (215), PIcA 68% y PrfA 77% (314)), entre ActA e iActA no existe mas que
un 34% de identidad comparando el conjunto de su secuencia aminoacidica. Sin embargo,
poseen una misma funcionalidad y, muy probablemente, un mecanismo de acciéon analogo
(183,199,254,301).

ActA puede artificialmente dividirse en tres partes: un dominio N-terminal cargado
positivamente, un dominio central caracterizado por presentar repeticiones ricas en prolinas, y
una region C-terminal. Recientes comparaciones de secuencias aminoacidicas sugieren que
ActA podria ser una proteina compuesta (101,318). La region de repeticiones de prolinas y el
dominio C-terminal comparten una similitud significativa con zyxin, una proteina humana
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relacionada con la interaccién con microfilamentos de actina (194). El dominio N-terminal de
ActA es similar (25% identidad) a la region C-terminal de la vinculina, proteina recientemente
descrita como capaz de unirse a la actina a través de esta region (186,318). Por tanto, ActA
posee dominios similares a distintas proteinas eucariotas implicadas en la organizacién del
citoesqueleto.

Estudios genéticos han revelado que el extremo amino terminal de ActA es necesario y
suficiente para el movimiento y la polimerizacion de actina, la region central rica en prolinas
incrementa la eficiencia del proceso, mientras el extremo C-terminal no juega, aparentemente,
ningun papel salvo el de motivo de anclaje a la superficie bacteriana (80,318,320).

Los intentos iniciales para demostrar una interaccidon entre ActA y actina fallaron
sugiriendo que ActA podria sufrir modificaciones en el interior del hospedador o reclutar
proteinas celulares para interaccionar con la actina, o cumplir ambas hip6tesis. ActA purificada
se une a VASP, una proteina celular asociada con microfilamentos y que se adhiere a la
profilina, una pequefia proteina con capacidad para unirse a monoémeros de actina globular (G-
actina) y que juega un papel critico en el control del ensamblaje celular de actina (80,318,320).
Por tanto, VASP, podria poner en contacto con la bacteria complejos profilina-actina
preparados para ser polimerizados. Sin embargo, en las células infectadas, VASP se une a la
zona rica en prolinas de ActA, dominio considerado como no absolutamente esencial en el
proceso de polimerizacion (401).

Todas estas consideraciones han llevado a sugerir un modelo para explicar la funcién
de ActA en el movimiento de Listeria (254,318). En este modelo, la regién central rica en
prolinas de ActA (389) se une a VASP (80) que desde la parte central de ActA proporciona
complejos profilina-actina susceptibles a ser utilizados para elongar los extremos abiertos libres
de los filamentos de actina, en el extremo N-terminal de ActA. Recientemente se ha descrito al
complejo proteico humano Arp2/3 como el nexo responsable de interaccionar con el extremo N-
terminal de ActA y provocar la nucleacion de actina (590,591). Los filamentos de actina estan
protegidos por el extremo N-terminal de ActA de las proteinas bloqueadoras. EI movimiento se
crea en tres etapas, que ocurren simultdineamente en la bacteria: (i) generacion de extremos
abiertos libres, bien por nucleacion (ensamblaje de monémeros de actina), ruptura o
desbloqueo de filamentos preexistentes; (ii) adicion de monémeros de actina y movimiento; (iii)
continua liberacién, blogueo e interaccion de los filamentos y generacidon de nuevos extremos
abiertos libres. El balance entre estos dos Ultimos fendbmenos es lo que produce una
continuidad en el movimiento.

Este fendmeno de motilidad por polimerizacion de actina permite a Listeria alcanzar la
membrana plasmatica de la célula infectada. El propio movimiento de las bacterias las impulsa
al exterior englobandolas en evaginaciones, que seran fagocitadas por las células vecinas
(289). Como consecuencia de ello, las bacterias quedan atrapadas en una vacuola rodeada por
una doble membrana, la interna constituida por la membrana citoplasmica de la primera célula
y la externa por la membrana de la nueva célula invadida. En la salida de este fagosoma
secundario, la PlcB/lecitinasa juega un papel fundamental (272,574). Estudios de microscopia
electrénica basados en el andlisis de mutantes de insercion en el gen de la lecitinasa
permitieron comprobar que permanecian retenidos en las vacuolas de doble membrana, con lo
gue se demostré la participacién de PIcB en el fenomeno de paso directo de célula a célula al

27



promover la salida del fagosoma secundario (574). No obstante, una pequefia parte era capaz
de evadirse de este segundo fagosoma. Posteriores estudios, en los que se analizd el
comportamiento de mutantes delecionados en cada una de las fosfolipasas y en Hly de
L. monocytogenes, demostraron la implicaciéon de PIcA y Hly, junto con PIcB, en esta fase del
proceso de infeccién (535). Ambas fosfolipasas, por lo tanto, tienen funciones sinérgicas en la
virulencia de Listeria (apartado de evasion del fagosoma).

Una vez liberada en el citoplasma de la nueva célula infectada, el ciclo se repite dando
lugar a la diseminacién de Listeria por los tejidos del hospedador. La capacidad de subvertir el
citoesqueleto de las células infectadas para lograr un movimiento intra- e intercelular
(111,127,289,559) permite a Listeria propagarse por los tejidos del hospedador, eludiendo el
contacto con el medio extracelular y los efectores humorales de la respuesta inmune (222).
Esta elegante estrategia explicaria porqué los anticuerpos practicamente no intervienen en la
eliminacion de este patégeno tras la infeccion ni en la proteccién frente a infecciones
secundarias por Listeria, siendo la respuesta inmunitaria de tipo celular, estrictamente
dependiente de células T CD4" y CD8", la Unica eficaz (279).

1.3. Organizacion genéticay evolucion de los
determinantes de virulencia de Listeria.

En la mayor parte de las bacterias patégenas, la virulencia es un proceso multifactorial que
requiere dos clases generales de determinantes genéticos. La primera incluye genes
responsables de procesos fisiologicos necesarios para la supervivencia del patdgeno tanto en
el hospedador como en el medio ambiente del exterior. El segundo grupo incluye los genes de
virulencia propiamente dichos, que son aquellos caracteristicos y exclusivos de los
microorganismos patdgenos que han evolucionado especificamente para interaccionar con el
hospedador y no son necesarios para la vida saprofita en otros ambientes. Gran parte de estos
genes de virulencia se encuentran organizados en regiones concretas del cromosoma
denominadas, en funcion de su tamafio, islas o islotes de patogenicidad. Estas unidades
genéticas son responsable de una determinada funcién de virulencia en el complejo proceso de
patogénesis (42,208,218,220).

El genoma de Listeria, como se ha ido describiendo recientemente para otras bacterias
(105,151,209,216,270), seria muy probablemente el resultado de un mosaico genético en el
que las piezas estarian formadas por diferentes fragmentos de DNA adquiridos por
transferencia horizontal de otras bacterias, fundamentalmente de Gram-positivos, y cuya fuerza
motora seria la evolucion para adaptarse y obtener ventajas selectivas en los diferentes
ambientes en los que se puedan encontrar. El andlisis comparativo de la secuencia de los
genomas de distintas especies del género Listeria, actualmente en marcha, contribuira de
forma definitiva a la caracterizacion de las islas e islotes de patogenicidad responsables de
caracteres genéricos de virulencia de estas bacterias, asi como a la heterogeneidad patogénica
de las especies L. monocytogenes y L. ivanovii y los posibles patovares dentro de éstas.
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En las dos especies patdgenas del género Listeria, L. monocytogenes y L. ivanovii, la
mayoria de los determinantes de virulencia descritos en los apartados anteriores e implicados
en la supervivencia intracelular y en el paso de célula a célula, se organizan de forma similar y
se encuentran agrupados en una isla cromosémica de 9,5 kb, denominada regién central de
virulencia (200,215,314,440,394).

1.3.1. Region hly de virulencia.

Este fragmento cromosdmico se encuentra enmarcado por el gen metabdlico prs (que codifica
una 5-fosfo-D-ribosil-1-pirofosfato sintetasa) en su extremo izquierdo (200) y orfB (que codifica
una proteina de 110 aa con ort6logos en numerosas especies bacterianas todos ellos con
funciones, por el momento, desconocidas) en su extremo derecho (574) (Fig. 1.2). Si bien prs
se encuentra a tan soélo 47 pb del extremo izquierdo del cluster de virulencia, el borde derecho
no parece estar tan claramente definido puesto que existen dos ORF’s, orfX, y orfZ que estan
presentes en L. monocytogenes, permaneciendo tan soélo orfX en L.ivanovii y orfZ en la
especie apatdégena L. innocua, pero ausentes en el resto de especies (200,394) (Fig. 1.2). En
L. ivanovii, corriente debajo de orfX, se ha localizado orfL (197,566), que no presenta
homologia con orfZ de L. monocytégenes. Sin embargo, el andlisis de la secuencia de la region
prs-ldh en L. welshimeri (el homdlogo a L. innocua en la rama evolutiva de L. ivanovii; (véase
mas abajo y Fig. 1.3), nos ha permitido comprobar la presencia de un homologo de orfL situado
corriente arriba de orfB (197). Esto indicaria que, como en el caso de L. innocua, el punto que
flanquea el extremo derecho del cluster hly de virulencia (ausente en ambas especie
apatdgenas), se localizaria inmediatamente corriente abajo de orfX (Fig. 1.2).

La region hly de virulencia esta organizada alrededor de hly, el locus que codifica la
listeriolisina O formadora de poros perteneciente a la familia de toxinas tiol-activadas. hly ha
sido el primer determinante de virulencia conocido en el género Listeria (215,373,578). El gen
hly esta rodeado por dos operones: a continuacion de su extremo 3’, y en el mismo sentido, se
encuentra el operon de la lecitinasa, formado por los genes mpl (125,199,283,301), actA e plcB
que codifican, respectivamente, una zinc metaloproteasa, Mpl, requerida para la maduracion y
activacion del producto de plcB, que se secreta como una proenzima inactiva (445,461); el
nucleador de actina (ActA) y una fosfolipasa C/lecitinasa de amplio rango de sustrato (PIcB).

En el extremo 5’ de hly, y orientado en sentido divergente, se encuentra el operdn plcA-
prfA cuyos genes codifican, respectivamente, la fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol
(PIcA) y el activador transcripcional PrfA, regulador central de la virulencia de Listeria
(314,374,332), que controla no solo los genes situados en el cluster hly de virulencia sino a
determinantes de patogenicidad localizados en diversas regiones del cromosoma y que
constituyen el reguldn de virulencia dependiente de PrfA (apartado 1.3.3).

La estructura genética y la organizacion transcripcional de esta regién central de
virulencia es completamente idéntica en L. monocytogenes y L.ivanovii (200,303). Sin
embargo, las secuencias de DNA de los genes homologos presentan una identidad de 73-78%
como media, un grado de divergencia compatible con la distancia genética que separa las dos
especies patogenas de Listeria spp. (215,314) (véase mas abajo). Esta divergencia se
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incrementa en actA, que exhibe una baja similitud entre L. monocytogenes y L. ivanovii,
reflejada también a nivel aminoacidico (34% de identidad), aunque ambas proteinas mantienen
una funcién idéntica en la motilidad mediada por la polimerizacién de actina (183,199,301). Una
region genética similar se encuentra presente en la especie apatdgena L. seeligeri, sin
embargo, no es funcional debido a una insercidon entre plcA y prfA (el locus orfE que se
transcribe divergentemente; Fig. 1.2), interrumpiendo el circuito de autorregulacién necesario
para la expresién adecuada de prfA y los genes de virulencia PrfA-dependientes (200,303).
Ademas, esta region en L. seeligeri contiene ORFs adicionales (orfC,D entre prfA y el extremo
izquierdo del cluster de virulencia), y duplicaciones parciales de plcB, y probablemente
también, de plcA (locus orfK) (Fig. 1.2). No se han determinado las funciones de estos genes
adicionales y no esta claro si el cluster hly de virulencia de L. seeligeri constituye un ejemplo de
forma corrupta de un fragmento cromosOmico que ya no es requerido por la bacteria (y por
tanto tolera inserciones de genes), o bien representa la estructura primitiva de la regién hly de
virulencia durante su proceso de modificacion.

El cluster hly de virulencia se encuentra establemente insertado en la misma posicion
del cromosoma de Listeria en las tres especies (Fig. 1.2) y no se han encontrado restos obvios
de elementos genéticos que indiquen movilidad, secuencias de insercion (IS), o dianas
normalmente utilizadas para la insercion de elementos genéticos moviles. Ademas, su
contenido de G+C, la frecuencia de codones y la abundancia relativa de dinucleétidos, no
difiere significativamente del resto del cromosoma de las correspondientes especies (200,303).
Por tanto, resulta muy improbable que la presencia de esta region central de virulencia sea el
resultado de un evento independiente e individual de transferencia genética horizontal en las
tres especies de Listeria. Asi, estos datos sugieren la existencia de un cluster hly de virulencia
con una estructura esencialmente idéntica presente en un ancestro comuan de las especies de
Listeria spp. actualmente conocidas.

Los anadlisis filogenéticos basados en las secuencias de 16S y 23S rRNA (90,500) han
identificado dos grupos de descendencia en el género Listeria, la primera correspondiente a
L.grayi y una segunda integrada por el resto de Listeria spp. Esta Ultima se dividiria
nuevamente en dos ramas evolutivas diferentes: una incluye a L. monocytogenes y L. innocua;
y otra formada por L. ivanovii, L. seeligeri y L. welshimeri. Esta estructura sugiere la siguiente
historia evolutiva para el género Listeria: L. grayi se corresponde con la forma evolucionada del
ancestro de Listeria previo a la adquisicion del cluster central de virulencia; las otras dos ramas
constituyen ejemplos de la diversificacion clonal del ancestro parasito de Listeria tras haber
adquirido la region de virulencia, y su estabilizacién (L. monocytogenes, L. ivanovii), delecién
(L. innocua, L. welshimeri) o inactivacion funcional (L. seeligeri) durante la evolucién (Fig. 1.3).

No esta claro si el cluster de virulencia fue adquirido por el ancestro como un bloque en
un evento de recombinacion simple o fue el producto de un largo proceso de ensamblajes paso
a paso ocurrido durante la evolucion de Listeria. No obstante, su delecién completa de los
cromosomas de L. innocua y L. welshimeri se correlaciona con una adquisiciéon en bloque de la
region mediante un elemento transferible. Esto implicaria un mecanismo especifico de
movilizacién, del que, como se ha mencionado anteriormente, no se han podido identificar
restos en los extremos de la regién de virulencia. Sin embargo, recientemente, un estudio mas
profundo de las ORFs presentes en el extremo derecho del cluster de virulencia ha revelado
que tanto OrfZ de L. monocytogenes y L. innocua como OrfX de L. monocytogenes y L. ivanovii
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y OrfL de L.ivanovii y L.welshimeri, exhiben similitudes significativas con proteinas de
bacteriéfagos y otros virus (81,566). Estas homologias con proteinas virales podrian indicar
que orfX, orfZ y orfL fueran restos de bacteriéfagos implicados, mediante transduccién, en la
movilizacién de una antigua isla de patogenicidad de vida intracelular.

Adquisicion
del cluster Aly de virulencia

» L. monocytogenes

T L. innocua

L. welshimeri

. flvanovii

L
Ancestro de Listeria — . 8 >

> L. seelfgeri

L. grayi

Figura 1.3. Filogenia del género Listeria y modelo hipotético para la evolucién del cluster hly de virulencia.
La ruta seguida por el cluster hly de virulencia (chv) después de su adquisicion por una linea descendente
del ancestro comun de Listeria se indica mediante una flecha. Las lineas mas gruesas muestran una
funcionalidad de chv conservada. Los circulos rellenos indican una pérdida de chv, originando las
especies no patdgenas L. innocua y L. welshimeri. Los circulos vacios muestran la corrupcion de chv,
originando la version no funcional del cluster (flecha vacia), dando lugar a la especie apatégena
L. seeligeri. Este dendograma es una reconstruccién esquematica de la filogenia de Listeria segun las
referencias 90 y 500 los tamafios de las ramas no reflejan las distancias genéticas actuales.

1.3.2. Familia multigénica de las internalinas.

Existen numerosos loci localizados fuera de la region hly de virulencia que codifican
internalinas, formando una familia multigénica caracteristica y exclusiva de Listeria. Ademas, se
presentan grandes diferencias en el entorno genético que rodea a los distintos loci de
internalinas en L. ivanovii y L. monocytogenes.

Locus inlAB. inlA e inIB codifican las dos Unicas internalinas pertenecientes a la

subfamilia de las grandes internalinas de las que se ha descrito un papel en virulencia. Se
encuentran organizadas en un operén, pudiéndose transcribir tanto conjuntamente, como por
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separado en dos mRNAs monocistrénicos (135,169,337). Hasta la fecha, no se han descrito
sus genes homologos en L. ivanovii.
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Fig. 1.2.
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Loci inlC2,D,E/inIG,H,E e inlF. Tanto el locus inIC2,D,E como inlG,H,E se encuentran en la
misma regiéon cromosomica, encuadrada entre los genes metabdlicos ascB (codifica una 6-
fosfo-B-glucosidasa) y dapE (codifica una succinil diaminopimetato desuccinilasa) (Fig. 1.4)
(134,394,456). La unica diferencia existente entre estos dos loci es el laboratorio de
procedencia de la cepa (EGD) de L. monocytogenes utilizada para su identificacién y posterior
secuenciacion: el laboratorio de Pascale Cossart en el primer caso y el de Werner Goebel en el
segundo. inlH parece codificar una internalina quimérica como resultado de un proceso de
recombinacion entre el extremo 5’ de inIC2 y el extremo 3’ de inID (456). Mediante el analisis
en L.ivanovii y L.innocua de la region correspondiente al cluster inlG,H,E y los genes
metabolicos que la flanquean, se ha comprobado la ausencia de este nuevo locus de
internalinas y que los genes metabdlicos ascB y dapE son adyacentes en ambas especies
(303). Tampoco parece estar presente en L. seeligeri (394), por lo que el operén inlG,H,E o
inlC2,D,E resultaria ser especifico de L. monocytogenes. Se ha descrito un nuevo locus, inlF,
que codifica una internalina exclusiva de L. monocytogenes (InlF). inlF se encuentra en una
posicion diferente del DNA cromosémico de esta especie, cuya localizacion exacta no ha sido
descrita (134,394).

Pequefias internalinas secretadas. El Unico representante de este grupo de internalinas en el
caso de L. monocytogenes es InlIC, codificado por un gen monocistronico, inlC, localizado entre
los genes metabdlicos rplS (codifica la proteina ribosomal L19) en su extremo 5’ e infC (codifica
el factor IF3 de inicio de traduccion) en el extremo 3’ (142,143). No se han podido encontrar en
las regiones flanqueantes a inlC estructuras que pudieran hacer pensar en un evento de
recombinacién por el cual se hubiera insertado inlC en esta area concreta del cromosoma
(143,302). L. ivanovii es la otra especie del género Listeria que cuenta con la presencia de esta
internalina, codificada por el gen i-inlC, practicamente idéntico a su homédlogo en
L. monocytogenes (92% de identidad a nivel de secuencia de nucleétidos). No obstante, la
estructura y localizacion de la regiébn cromosémica donde se encuentra insertado i-inlC es
completamente distinta. En primer lugar, en la region situada en el extremo 5’ de i-inIC se
encuentra otro miembro de la familia multigénica de las pequefias internalinas, i-IniD,
codificada por i-inlD, y que exhibe un porcentaje de identidad del 67% en su secuencia de
nucleotidos respecto de i-inlC e inlC (143). En segundo lugar, i-inlC,D se encuentran insertados
en un locus rRNA/tRNA que parece poseer una organizacion similar al locus rrnB de B. subtilis
(143,202,310), en el que los genes codificantes de 23S rRNA y 5S rRNA se contindan con 21
genes que codifican tRNAs y cuya integridad en L. ivanovii habria sido destruida debido a la
integracion de este locus de internalinas. El estudio del cluster homdlogo de genes ribosomales
en L. monocytogenes y en L. innocua indica que en estas especies no se ha producido la
integracién de ningun locus extrafio (143).

Las islas e islotes de patogenicidad se encuentran con frecuencia insertadas en loci de
tRNAs (208,218). Estos genes tRNA son tipicas dianas de integracion de determinantes
genéticos exdgenos (220,248). La diferente localizacién de inlIC e i-inID,C en los cromosomas
de L. monocytogenes y L. ivanovii y la situacion de i-inID,C en un locus tRNA, posiblemente
indiguen que, en L. ivanovii, i-inID haya sido el resultado de un proceso de transferencia
horizontal seguida de un fenémeno de duplicacién en tandem de inlC (143). i-inIC,D relne la
mayoria de las condiciones postuladas para su definicibn como islote de patogenicidad
(143,394).
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1.3.3. Regulaciéon genética de los determinantes de
virulencia de Listeria.

L. ivanovii y L. monocytogenes son parasitos no obligados y oportunistas que pueden pasar de
una forma de vida saprofita en el suelo, a producir infeccion en los tejidos de sus
hospedadores. Tienen, por tanto, la necesidad de poseer sistemas de regulacion altamente
sensibles para reconocer la transicién entre medio ambientes tan diferentes para acomodar la
expresion de sus distintos genes a las nuevas necesidades y condiciones determinadas para
cada uno de los habitats en que se encuentran. Estos sistemas son capaces de responder a
distintos estimulos ambientales de tipo fisico 0 quimico, que sefalarian la transicién entre el
habitat natural y los tejidos del hospedador, de tal manera que se encargarian de silenciar
genes no requeridos, cuya expresion supondria un derroche de energia, y activar aquellos que
le resulten esenciales en cada momento. Los genes de virulencia constituyen un ejemplo de
determinantes genéticos especialmente adaptados por las bacterias patbgenas para sobrevivir
y multiplicarse en los tejidos del hospedador al que infectan, y cuya expresion es por definicion
dispensable para la vida saprofita en el medio ambiente. Por lo tanto, la expresién coordinada
de los genes de patogenicidad en regulones controlados por genes reguladores que responden
a las variaciones ambientales a través de sistemas sensoriales capaces de traducir

Fig. 1.4. loci de internalinas

ESTAN AL FINAL DE LA INTRODUCCION APAISADAS.
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sefiales procedentes del habitat (381), permite a las bacterias responder y adaptarse de forma
precisa a las variadas condiciones que se producen durante el desarrollo del proceso
infeccioso y la transmisién del agente patdgeno de un hospedador a otro.

Las primeras evidencias de que la expresién de los genes de virulencia de Listeria
podrian estar, al igual que en otras bacterias patdgenas, coordinadamente regulada fueron
analizadas en L. monocytogenes y se basaron en varias observaciones. En primer lugar, se
encontraron secuencias palindromicas de 14 pb en las zonas promotoras de varios genes del
cluster central de virulencia (378) (Fig. 1.2). Estos palindromos normalmente constituyen
motivos de unién de proteinas reguladoras, sugiriendo que dichos genes podrian estar
sometidos a un sistema de control de la expresion comun. En segundo lugar, el andlisis de
mutantes no hemoliticos, tanto espontdneos como por transposiciéon, y que no estaban
afectados en el gen hly, revelé la presencia de alteraciones localizadas corriente arriba de hly.
Estas observaciones constituian sélidos argumentos para sugerir que en la regién contigua que
precede a este gen se encontraban elementos necesarios para su expresion (332). Dichos
mutantes, ademas, presentaban modificaciones en el patrén de expresion de otros factores de
virulencia, como la actividad lecitinasa, el caracter invasivo y la virulencia para el raton. Ello
indujo a pensar que estaban afectados en un regulador pleiotropico de los determinantes de
patogenicidad (276,331,374). La caracterizacion genética de estos mutantes condujo a la
identificacion de prfA (de positive regulatory factor A o factor A de regulacién positiva), el gen
codificante de PrfA, una proteina citoplasmica de 27 kDa (332,374). Al trans complementar los
mutantes con prfA, se restablecia el fenotipo hemolitico normal y las demas caracteristicas
asociadas a la virulencia. Aunque inicialmente, y basandose en andlisis por hibridacion de
sondas de DNA, no se pudo encontrar un gen homdlogo en L. ivanovii y se concluy6 que la
regulacién en este caso seria diferente con respecto a L. monocytogenes (593), posteriormente
se comprobod la existencia del correspondiente alelo homologo en L. ivanovii, i-prfA. Asi, al
parecer, ambas especies comparten un sistema de regulacion de los genes de virulencia muy
similar (314).

Existen secuencias palindromicas de 14 pb denominados “cajas PrfA” centradas en la
posicién -41,5 de las regiones promotoras de hly, plcA (314,405), mpl (299,314,377), actA
(127,299,301,574) e inlA (135). Recientemente, se ha localizado igualmente una caja PrfA
delante de inIC, i-inIlC, e i-inID (142,143) y hpu (85). Los correspondientes andlisis de
transcripcion, salvo en el caso de hpu, en el que los estudios se estan realizando actualmente
en nuestro laboratorio (85,471), han demostrado que las unidades transcripcionales a las que
pertenecen estos genes estan controladas por PrfA (46,143,164,374). En el oper6n inlA/B so6lo
uno de sus cuatro promotores, P3inlA, a partir del cual tiene lugar la transcripcion bicistronica
inlAB (135,337), es PrfA-dependiente. Las secuencias de las cajas PrfA y su localizacién con
respecto al origen de transcripcion de los genes pertenecientes al reguléon PrfA no son
exactamente iguales: las cajas correspondientes a hly y plcA (377,314) se consideran
“perfectas” dado que no tienen ningun desparejamiento en la secuencia de 14 pb (5'-
TTAACANNTGTTAA-3); en las demas hay sustituciones con respecto al palindromo perfecto
de una (mpl (314,405), actA (127,199,301,574) e inlC (142,143)] o dos (inlA/B (135), i-inID
(143)) pares de bases. Estas secuencias palindrémicas, en el caso de las zonas promotoras de
los genes del cluster central de virulencia de L.ivanovii, son 2 pb méas largas que en
L. monocytogenes, aunque la relevancia en términos de regulacion de este hecho aln se
desconoce (299,314). Se ha demostrado que el nimero de desparejamientos que presenten
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las distintas cajas PrfA influye en la afinidad con la que PrfA se une a las mismas,
disminuyendo ésta a medida que la secuencia diverge de la estructura palindrémica perfecta
(45,162,527). Asi, los distintos genes de virulencia PrfA-dependientes muestran un patrén
diferencial de respuesta frente al regulador, con una jerarquia definida por la relacién plcA/hly >
mpl/actA/inlC > inlA/B en los promotores de L. monocytogenes (164). La simetria de las cajas
PrfA sugiere que PrfA se une como un dimero a sus secuencias dianas. Existen evidencias
experimentales que demuestran que PrfA forma homodimeros en solucién, y experimentos de
DNA footprinting han demostrado su unidn, in vitro, a las cajas PrfA (123)

La transcripcion de prfA a partir de PplcA en un RNAm bicistrénico esta controlada por
PrfA a través de la caja situada en la regién promotora de pIcA, lo que conlleva la
autorregulacién positiva de PrfA, que promueve su propia sintesis al activar la transcripcion a
partir del promotor de plcA (374). El transcrito bicistrénico tiene una importancia fundamental
en la obtencién de los niveles necesarios de expresién de los factores de virulencia en la
infeccion (74,468).

Las regiones intergénicas hly-plcA y plcA-prfA estan muy conservadas en
L. monocytogenes y L. ivanovii (78,2%) (314). No se ha podido detectar ninguna caja PrfA en la
region plcA-prfA, pero si se ha detectado un palindromo, de menor tamafio y localizado entre el
inicio de transcripcion y el de traduccién de prfA. Aungque no se ha podido demostrar (526), se
le ha atribuido un papel en la autorregulacion negativa de prfA (162,163,314). Otra
particularidad de esta regidn intergénica es la presencia de repeticiones (dT)n y (dA)4-5
regularmente distribuidas y presuntamente implicadas en la curvatura de la estructura terciaria
que presenta esta regién, experimentalmente comprobada en el caso de L. ivanovii (314).

En L. monocytogenes se ha observado que prfA no se transcribe de forma constitutiva
sino dependiente de la fase de crecimiento y de la temperatura de incubacién, actuando sobre
la sintesis del bicistrén plcA-prfA (330). El control ejercido por la temperatura ambiental es
comun a numerosas bacterias patdégenas, donde la transicién 20°C a 37°C puede servir a la
bacteria como sefal indicadora de “presencia en un hospedador mamifero” y desencadenar un
incremento en la expresion de los factores de virulencia (370). La composicién del medio
extracelular, el pH, y la concentracién de hierro son sefiales ambientales que van a influir
también en la expresion de prfA (24,45,123,331,379,424,466,469,538). Recientemente se ha
determinado que, ademas de una temperatura adecuada (37°C), L. monocytogenes necesita
identificar una determinada composicion del medio extracelular para lograr una completa
activacion de los genes del regulén PrfA (469). La necesidad de la concurrencia de dos tipos de
sefiales activadoras para la maxima expresién de los factores de virulencia representaria un
sistema de seguridad que utilizaria L. monocytogenes para asegurarse de que dicha expresion
s6lo se produce en el momento y lugar adecuados. En L. ivanovii, también se requiere PrfA
para la expresion de los genes de virulencia, pero existen diferencias en el patron de regulacion
PrfA-dependiente. Asi, aunque no se ha publicado ningin estudio analizando el
comportamiento transcripcional dependiente de las sefiales estudiadas en el caso de
L. monocytogenes, los resultados obtenidos en nuestro laboratorio indican que la expresion de
los genes de virulencia sujetos a la regulacion por i-PrfA en L. ivanovii, también estan
termorregulados, si bien, a diferencia de L. monocytogenes, seria suficiente una elevacion de la
temperatura a 37°C para desencadenar la activacion completa del regulon de virulencia (409).
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Sobre la base de andlisis de homologia de secuencia, la proteina PrfA se ha incluido en
la familia Crp-Fnr (CAMP receptor protein o proteina receptora de AMP ciclico; fumarate/nitrate
regulator o regulador de fumarato/nitrato) de factores de transcripcion bacterianos (299,314).
De todas las proteinas que pertenecen a esta familia la mas estudiada y mejor conocida es Crp
de E. coli, también denominada CAP (catabolite gene activator protein o proteina activadora de
genes regulados por catabolito) (revisado en 295). Crp tiene una alta afinidad por el cAMP
nucledtido ciclico que actla como su activador alostérico. En ausencia de dicho cofactor, el
complejo cAMP-Crp no puede formarse, la proteina reguladora es afuncional y no se produce
la expresién de los genes Crp-dependientes. En el momento en que se incrementa la
concentracion del cofactor, se formara el complejo transcripcionalmente activo cAMP-Crp,
dando lugar a la activacion de los genes regulados por Crp.

En conjunto, la homologia entre la secuencia aminoacidica de PrfA y Crp es bastante
pequefia (20-25% de similitud en el total de la proteina). Sin embargo, los residuos de los
dominios esenciales para las funciones de modulador de la transcripcién estan muy
conservadas (314,468,527,575). Al igual que Crp, PrfA cuenta con un motivo HTH en el
extremo C-terminal responsable de la uniéon a las secuencias dianas presentes en las regiones
promotoras de los genes que controla (cajas PrfA) (43,123,163,526,575). Asimismo, en el
extremo N-terminal se han encontrado cuatro glicinas que separan cortas secuencias con alta
probabilidad de formar l&dminas B, formando una estructura p—roll (314). Esta estructura, en
Crp, forma el lugar donde el cofactor activador cAMP se introduce en el dominio N-terminal de
la proteina (295). Sin embargo, la mayoria de los residuos implicados en la uniéon de cAMP a
Crp no se encuentran conservados en PrfA (575). Por lo que el papel de la estructura en p—roll
de PrfA se desconoce actualmente. A diferencia de los demas miembros de esta familia, PrfA
tiene un HTH adicional en el extremo N-terminal cuya funcién se desconoce por el momento.
Se ha descrito un motivo de cremallera de leucinas en el extremo C-terminal de PrfA (314), que
no existe en las demas proteinas de la familia, y que podria estar implicado en la dimerizacién
de PrfA o en una eventual interaccion de PrfA con otra proteina implicada en la regulacion de la
virulencia (65,316).

Recientemente, se ha demostrado que mutaciones puntuales en el motivo HTH
presente en el extremo C-terminal de PrfA, que afectan a residuos que se presuponian
implicados en el contacto con el DNA en funcion de la homologia con Crp, alteran la unién al
DNA vy la activacién de los genes de virulencia de L. monocytogenes (526). Ademas, se han
caracterizado mutantes prfA*, analogos a mutantes crp* de E. coli, en los que se producia una
sobreexpresion constitutiva de los genes dependientes de PrfA en condiciones en las que el
reguléon PrfA se encuentra normalmente silente (468,469,471). Estos hechos constituyen
sélidas evidencias de que las homologias estructurales entre PrfA y Crp son funcionalmente
relevantes (468,526,575).

Tomando como base el mecanismo de regulacion de Crp, recientemente, en nuestro
laboratorio se ha definido el modelo actualmente aceptado (24,250) para explicar el mecanismo
de regulaciéon mediada por PrfA (468,575). Segun este modelo, los niveles de expresion de los
factores de virulencia no dependen primariamente de la concentracion de PrfA, como se habia
sugerido inicialmente (163,169,526), sino del estado conformacional de la proteina PrfA. La
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base de este modelo radica en que PrfA puede presentar dos conformaciones funcionales,
activa e inactiva, y dependiendo el paso de una a otra de la interaccién con un hipotético
cofactor cuyos estarian modulados por determinadas condiciones del medio. Un punto crucial
en este modelo es la capacidad de prfA para expresarse de dos formas diferentes: (i)
constitutivamente y a bajos niveles, a partir de transcritos monocistronicos desde los
promotores situados en el espacio intergénico plcA-prfA; (ii) de forma dependiente de PrfA, a
partir de transcritos bicistrénicos originados en PplcA y que dan lugar al circuito de
autorregulaciéon positiva. En condiciones normales no activadoras no habria cofactor y, por
tanto, PrfA se sintetizaria a niveles basales a partir de los transcritos monocistrénicos. Sin
embargo, si Listeria detecta condiciones ambientales activadoras (una temperatura de 37°C y
una determinada composicion del medio extracelular en el caso de L. monocytogenes), la
concentracion intracelular del hipotético cofactor se incrementaria. Este cofactor seria capaz de
interaccionar con la proteina PrfA inactiva, provocando un cambio conformacional que
aumentaria significativamente la afinidad de uniéon de PrfA por sus dianas en el DNA. La
proteina PrfA activa induciria la sintesis de mas PrfA (en forma activa por la presencia del
cofactor) mediante el circuito de autoamplificacion, desencadenando un rapido incremento en
la transcripcién de los genes dependientes de PrfA. El sistema se mantendra activado tanto
tiempo como el cofactor se encuentre en concentraciones suficientes en el citoplasma
bacteriano, pero se reprimird rdpidamente en cuanto las sefiales ambientales activadoras
cesen y la concentracion del cofactor disminuya. Un segundo nivel de regulacién se
estableceria en funcién de la respuesta diferencial de los promotores dependientes de PrfA
segln la estructura de las dianas de PrfA, que afectan a la afinidad de unién de PrfA
(45,74,162,163,527).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.
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Aunque parecia que las enfermedades transmisibles habian quedado relegadas a un segundo
plano gracias a la utilizacion de vacunas y a la antibioterapia, actualmente nos encontramos a
las puertas de una nueva era en la que las infecciones estan recobrando la importancia que
tuvieron en tiempos pretéritos como primera causa de morbilidad y mortalidad en las
poblaciones humanas. Esto es debido a la rapida difusion de las resistencias frente a los
antimicrobianos entre los agentes patégenos, la constante aparicion de nuevas enfermedades
infecciosas y la re-emergencia de otras que, como la tuberculosis, se creian erradicadas o
controladas.

La clave para hacer frente a esta amenaza es la investigacion. Por un
lado, hay que desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que permitan la
incorporacion de nuevos compuestos antimicrobianos con los que se pueda
superar las resistencias a los antibiéticos. Por otro, es necesario también
promover la aproximaciéon racional en el disefio de nuevas vacunas, dada la
ineficacia de la via empirica utilizada hasta ahora en la elaboracién de
productos inmunoldgicos frente a una gran cantidad de enfermedades que hoy
por hoy todavia no somos capaces de prevenir.

Para alcanzar estos objetivos es indispensable descifrar previamente los
complejos mecanismos moleculares y celulares que intervienen en la
patogénesis de los procesos infecciosos y en la consecuente respuesta inmune
que generan los microparasitos al interaccionar con el hospedador. Sélo de
esta forma se pueden identificar nuevas dianas de accion para productos
terapéuticos innovadores, nuevos antigenos vacunales de potencial utilidad en
el desarrollo de vacunas mas eficaces, asi como vectores microbianos capaces
de vehicular dichos antigenos, o los propios agentes terapéuticos (incluida la
terapia génica), hacia el lugar apropiado del organismo.

Las enfermedades microbianas causadas por patdgenos intracelulares son
especialmente problematicas en cuanto a prevencion o tratamiento. Entre ellas se encuentran
algunas especialmente graves por su alta incidencia y prevalencia, como la tuberculosis,
paludismo, tripanosomiasis, leishmaniasis, clamidiasis, brucelosis, disenteria bacilar y
salmonelosis, por citar tan sélo unos ejemplos. Los agentes etioldgicos de estas enfermedades,
y de otras muchas también importantes, como la propia listeriosis, tienen en comuin el haber
adoptado el interior de la célula eucariota como sitio para la proliferacién en el hospedador. En
este contexto, aparte de su relevancia intrinseca como importantes patégenos humanos y
animales, los microorganismos del género Listeria constituyen uno de los mejores modelos de
estudio para comprender las bases moleculares y celulares del parasitismo intracelular y la
respuesta inmune frente a patégenos intracelulares.

Los trabajos realizados hasta la fecha con Listeria han supuesto un gran avance en el

campo de la patogénesis microbiana y la microbiologia molecular al conseguir, por primera vez,
identificar y caracterizar los factores de virulencia que capacitan a un parasito intracelular para
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llevar a cabo cada una de las etapas de su ciclo vital en el interior de las células del
hospedador eucariota (189). La aparicién y rapido desarrollo de la “microbiologia celular”, como
nueva disciplina encargada de explorar los aspectos celulares de la interaccion parasito-
hospedador, ha consolidado durante la Ultima década del siglo XX a los microorganismos del
género Listeria como modelos de estudio, ocupando actualmente un puesto privilegiado en
investigacion biomédica que va mas alla de la microbiologia y las enfermedades infecciosas
para adentrarse en el terreno de la biologia fundamental (103). No se debe olvidar que el
producto de un gen de Listeria, ActA, ha contribuido de forma definitiva a descrifrar los
mecanismos utilizados por la célula eucariota para inducir y regular la motilidad basada en el
citoesqueleto de actina, fundamental en procesos tales como la migracién celular durante la
embriogénesis o la metastatizacion tumoral (103).

Uno de los aspectos mas interesantes dentro de la patogénesis microbiana es el
estudio de las bases moleculares del tropismo celular y tisular y la adaptacién a un
determinado hospedador. Descrifrar estos aspectos es esencial para encontrar nuevos
sistemas ligando-receptor especificos, vias de transduccion de sefiales hacia el interior de la
célula asi como sutiles modelos de adaptacién molecular resultado de una larga coevolucion
entre el microparasito y su hospedador. Aqui de nuevo Listeria puede jugar un gran papel como
modelo de investigacion.

Efectivamente, en el género Listeria existe, junto a L. monocytogenes, una segunda
especie patdgena que se distingue por presentar un aparente tropismo patogénico y de
hospedador. Se trata de L.ivanovii. A diferencia de L. monocytogenes, que es capaz de
infectar y producir listeriosis en un gran numero de especies de vertebrados, incluidos tanto el
hombre como diferentes especies de mamiferos y aves, L.ivanovii parece afectar
selectivamente a los rumiantes. Esta especie, ademas, es incapaz de producir infeccion del
SNC, que es la manifestacion mas caracteristica de la infeccién por Listeria en los rumiantes,
estando la mayoria de sus aislamientos asociados con abortos e infecciones neonatales en
ovejas. En el modelo murino, L. ivanovii se caracteriza por su incapacidad de proliferar en el
bazo y por multiplicarse de forma preferencial en el higado, mientras que L. monocytogenes lo
hace igualmente bien en ambos 6rganos (247,481). La DL50 de L. ivanovii para el raton es,
ademas, significativamente (dos o tres logaritmos) inferior a la de L. monocytogenes (272,524).
Por otra parte, aunque algunos autores presentan evidencias de que es mas invasiva in vitro,
especialmente en lineas celulares de fibroblastos 3T3 murinos, L. ivanovii, a diferencia de
L. monocytogenes, es incapaz de formar placas de lisis en este mismo tipo celular. Algunos
autores han correlacionado esta observacion con la menor virulencia de L. ivanovii respecto de
L. monocytogenes, al menos en el modelo murino (272). Aparte de estos aspectos, L. ivanovii
desarrolla un ciclo de vida intracelular anélogo al de L. monocytogenes, lo que se correlaciona
con la presencia en ambas especies del locus hly de virulencia, formado por seis genes
esenciales para la supervivencia y proliferacion en el interior de las células del hospedador
(200,272). Esta claro pues que, ademas de este locus central de virulencia necesario para el
parasitismo intracelular, ambas especies patdgenas del género Listeria deben poseer un
equipamiento distinto en genes de virulencia que serian especificamente responsables de las
observadas diferencias de tropismo patogénico y de hospedador.

Cuando se cultiva en el laboratorio, L. ivanovii se distingue de L. monocytogenes por
presentar un fenotipo hemolitico muy diferente en placas de agar sangre de cordero. Mientras
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gue L. monocytogenes produce un débil y estrecho halo de B-hemdlisis, L. ivanovii exhibe un
fuerte efecto hemolitico bizonal caracterizado por un halo interno de lisis completa rodeado de
un amplio halo de hemolisis incompleta. Este dltimo es similar al producido por la B-toxina
estafilocécica y, al igual que éste, resulta totalmente lisado en presencia de R. equi, dando
lugar a un caracteristico efecto hemolitico sinérgico en forma de pala (87). Este fendmeno,
denominado reaccién CAMP-like por sus similitudes con la hemolisis sinérgica descrita por
Christie, Atkins, Munch y Petersen en la década de 1940 para Streptococcus agalactiae y
S. aureus, es rutinariamente utilizado como criterio fundamental de identificacion de L. ivanovii.

El factor responsable de las particulares propiedades hemoliticas de L. ivanovii ha sido
identificado con una esfingomielinasa C (SMasa) funcionalmente similar a la B-toxina que
L. ivanovii libera al sobrenadante de cultivo (196,300,470,571). Esta SMasa sélo es producida
por L. ivanovii dentro del género Listeria. La esfingomielina es un importante fosfolipido de las
membranas eucariotas, por lo que, dadas las caracteristicas del ciclo de vida intracelular de
Listeria, en donde un paso fundamental es la lisis eficiente de las membranas de la célula
eucariota, es muy posible que este enzima tenga una implicacion en el proceso patogénico de
L. ivanovii, Curiosamente, ademas, la actividad litica de este enzima se manifiesta sélo en
eritrocitos de oveja, que son los que contienen un mayor porcentaje en esfingomielina de
membrana entre todos los mamiferos (en general, todos los eritrocitos de rumiantes)
(196,272,399). Esta observacién nos sugirié que la SMasa de L. ivanovii podria jugar un papel
en el tropismo patogénico de esta especie hacia los pequefios rumiantes.

Como una primera etapa en la caracterizacion de las bases moleculares del tropismo
patogénico de L. ivanovii, decidimos abordar el estudio de esta SMasa. El punto de partida de
este trabajo ha sido la caracterizacién de un mutante denominado 44/2, que fue obtenido por el
grupo del Prof. Kreft en la Universidad de Wirzburg mediante el transposén Tnl1545 y que
estaba afectado en la produccién de la SMasa. Nuestro primer objetivo ha sido caracterizar el
punto de insercion del transposén en este mutante, lo cual podia conducirnos a la identificacion
del gen estructural de la propia SMasa o de, al menos, algun determinante genético implicado
en la expresion o sintesis de dicho enzima. La disponibilidad del gen de la SMasa era
fundamental para nosotros para poder iniciar el estudio de la contribucién de este toxina
alterante de las membranas a la virulencia de L. ivanovii utilizando una aproximacion genética.

Con estas premisas, en el presente trabajo de tesis hemos abordado de forma
secuencial una serie de objetivos y tareas de investigacion que nos han permitido finalmente
caracterizar en su totalidad la regién cromosémica donde se encuentra el gen de la SMasa de
L. ivanovii, smcL. Esto nos ha conducido a identificar y caracterizar genéticamente una nueva
isla de patogenicidad exclusiva de L. ivanovii, de gran tamafio (22 kb) y posiblemente implicada
en el tropismo patogénico de esta especie. Esta isla de patogenicidad, LIPI-2, es la primera
para la que se demuestra la existencia de un locus tRNA en su punto de insercion e
inestabilidad genética en bacterias gram-positivas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.

44



3.1. Caracterizacion genética de 44/2, un
mutante por transposon afectado en la
produccion de actividad esfingomielinasa:
identificacion del locus lyrA.
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3.1.1. Introduccion.

La mutagénesis por transposicion se ha revelado como un instrumento muy atil para la
identificacion de determinantes genéticos involucrados en la virulencia de Listeria (168,275).
Asi, por ejemplo, mediante esta técnica, asociada a la busqueda de variantes de fenotipo no
hemolitico, se pudieron identificar los genes hly (373,378) y prfA (331,374) en
L. monocytogenes. De forma analoga, el gen plcB de la fosfolipasa C se identificd a través del
cribado de un banco de mutantes por transposoén a través del criterio de pérdida de actividad
lecitinasa en placas de yema de huevo (461,574). Siguiendo este mismo abordaje, en el
laboratorio del Profesor Jirgen Kreft (Universidad de Wirzburg, Alemania) se obtuvo un banco
de aproximadamente 3000 mutantes de inserciébn mediante mutagénesis de la cepa tipo de
L. ivanovii ATCC 19119" con el transposén conjugativo Tn1545 (300). Con el fin de identificar
los factores citoliticos de L. ivanovii, dicho banco fue rastreado en busca de variantes con
fenotipo hemolitico alterado. Se identificaron tres mutantes con fenotipo débilmente hemolitico
pero con caracteristicas diferentes, denominados 8/6, 20/24 y 44/2 (300) (véase tabla 3.1.1). La
caracterizacion del mutante 8/6 permitié identificar el regulador central de los genes de
virulencia de L. ivanovii, i-prfA (314). El andlisis de 20/24 demostré que estaba especificamente
afectado en la produccion de la ivanolisina O, ILO, debido a la insercion del transposo6n en el
gen codificante de esta toxina (300,302). El tercer mutante nos fue cedido para su analisis en el
marco de una colaboracion que mantenemos con el grupo del Dr. Kreft. Este mutante nos
interesaba porque habia dejado de liberar al medio extracelular una potente esfingomielinasa C
(SMasa), actividad especificamente producida por L. ivanovii en el género Listeria y que podria
contribuir a la virulencia y especificidad patogénica de esta especie (196). Dicha actividad
habia sido asociada con el particular fenotipo hemolitico de L. ivanovii en agar sangre de
cordero, caracterizado por un amplio doble halo de hemdlisis y un llamativo efecto CAMP en
forma de pala en presencia de R. equi (272,300,302,470). En consonancia con ello, el mutante
44/2 habia efectivamente perdido el segundo halo de hemdlisis incompleta y sufrido una
alteracion en su reaccion CAMP, pasando a ser mucho mas débil y en forma de cerilla. Es
decir, la ausencia de actividad SMasa habia hecho adquirir al mutante de L. ivanovii un fenotipo
en agar sangre similar al de L. monocytogenes (Fig. 3.1.1). Este mutante, por tanto, podia
sernos muy Util para identificar el determinante genético de la SMasa, el cual necesitabamos
para abordar el estudio de la contribucién de dicha toxina membrano-activa en la virulencia.

En este primer capitulo describimos la caracterizacion detallada del mutante 44/2 y los
analisis genéticos que llevamos a cabo para determinar la base molecular de su alteracion
fenotipica.

3.1.2. Resultados.

3.1.2.1. Caracterizacion preliminar y virulencia del mutante 44/2.

Iniciamos el estudio de 44/2 analizando en detalle su fenotipo con el fin de descartar la
presencia de alteraciones en otros caracteres, lo cual implicaria que la ausencia de produccién
de actividad SMasa seria el resultado de una mutacién con amplio efecto pleiotrépico, no
estrictamente relacionada con el determinante del enzima y en general con la virulencia de la
bacteria. Al ser comparado con la cepa parental ATCC 19119, no pudimos detectar ninguna
diferencia significativa en la capacidad de crecimiento, morfologia macro- y microscopica,
motilidad o patrén de utilizacién de azlcares (analizado con el sistema API-50 CH).
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Figura 3.1.1. Principales caracteristicas fenotipicas de los mutantes 44/2 y 8/6.

Panel A. Actividad hemolitica (lado izquierdo) y reaccion de hemdlisis sinérgica con R. equi (estria
horizontal) (Test de CAMP) (en el lado derecho) de WT, 8/6 y 44/2 (estrias horizontales). En el efecto
CAMP se observan las dos formas caracteristicas reflejadas en la Tabla 3.1.1: (i) Pala grande,
caracteristica del efecto CAMP que exhiben aquellas cepas que presentan un patron de produccién no
alterado de actividad SMasa, representado por WT y 8/6, y (ii) efecto en forma de cerilla, se corresponde
con una falta total de actividad SMasa, representado por 44/2. La actividades hemolitica en medio soélido
se han valorado semicuantitativamente con la siguiente escala: -, reacciéon negativa; + a ++++, distintas

intensidades de reaccion positiva. WT, representa el fenotipo caracterizado por un fuerte doble halo de B-
hemodlisis. El halo interno se corresponde con una hemodlisis total asociado a la produccion de ILO y el
halo externo con una hemdlisis incompleta asociada a la produccion de SMasa (véase apartado 3.2.1).
44/2, se caracteriza por presentar un débil halo de hemdlisis completa y una pérdida del halo de hemdlisis
incompleta. 8/6, exhibe una pérdida casi total de hemdlisis completa y un halo de hemadlisis incompleta.

Panel B. En el lado izquierdo se presenta una SDS-PAGE de las proteinas de SC precipitadas con TCA.
La posicion de la ILO (58 kDa) y la proteina de 27 kDa se sefialan con flechas. Se observa una ausencia
en la producciéon de ambas proteinas en 8/6, y la falta de la de 27 kDa en 44/2. En el extremo derecho se
muestra el alineamiento de la secuencia del extremo N-terminal de la proteina de 27 kDa (en rojo) con el

extremo N-terminal (en negro) de InIB, miembro de la familia multigénica de las internalinas.
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Una vez comprobado esto, era importante determinar si el defecto genético de 44/2
tenia realmente alguna consecuencia para la virulencia de la bacteria, lo cual justificaria la
realizacion de los correspondientes andlisis genéticos para la identificacion de los
determinantes afectados. Resultados previos in vitro habian mostrado que el ciclo de vida
intracelular de 44/2 no presentaba diferencias significativas respecto de la cepa parental en
fibroblastos 3T3 y macréfagos murinos J774 (272). Utilizando el modelo murino de infeccion
experimental, pudimos observar que 44/2 presenta una significativa atenuacion de la virulencia
in vivo, utilizando tanto el criterio de la DLs, (incremento de un ciclo logaritmico, de 10"** para
el WT hasta 10%% para 44/2) como el de supervivencia en érganos (Fig. 3.1.2). Estos
resultados confirmaron que 44/2 estaba afectado en un locus (o loci) importante(s) para la

virulencia de L. ivanovii.

El examen mediante SDS-PAGE de las proteinas del sobrenadante de cultivo de 44/2
reveld la ausencia de una proteina mayoritaria de 27 kDa. Este tamafio es similar al descrito
para otras fosfolipasas bacterianas (1,385,25,574), por lo que interpretamos que podria
corresponder a la SMasa. Sin embargo, un andlisis comparativo de los sobrenadantes de
cultivo entre 44/2 y el mutante prfA 8/6 reveld que la SMasa y la proteina de 27 kDa constituyen
dos entidades diferentes (Tabla 3.1 y Fig. 3.1.1). Asi, mientras la proteina de 27 kDa esta
ausente en ambos mutantes, 8/6 presenta una actividad SMasa y una reaccion CAMP con
R. equi idénticas a las de su cepa parental. Esto indica claramente una regulacién diferencial
de dos caracteres distintos, uno de los cuales seria PrfA-dependiente (proteina de 27 kDa) y el
otro PrfA-independiente (SMasa). La no identidad de ambos caracteres fue confirmada al
comparar la secuencia del extremo N-terminal de la proteina de 27 kDa, previamente
determinada por Kreft et al. (300), con la base de datos de proteinas, encontrando una
homologia significativa con InIB de L. monocytogenes (Fig 3.1.1). Este hallazgo supuso la
primera identificacién de un miembro de la familia de las internalinas en L. ivanovii, i-InlE
(vease mas adelante el apartado 3.3.2.1).

Asi pues, la mutaciébn en 44/2 afectaba al menos a dos potenciales factores de
virulencia de L. ivanovii. Dos hipétesis podian explicar la ausencia de expresién de dos
proteinas distintas en 44/2;

1.- La insercién del transposén causa un efecto polar que interrumpe la transcripcién
de, al menos, los determinantes genéticos responsables de la actividad SMasa y la produccién
de la proteina de 27 kDa. Por lo tanto, en la regién cromosémica afectada por la insercion del
transposén se encontrarian los genes cuya expresion esta alterada.

2.- Como consecuencia de la insercién del transposon se produce la inactivacion de un
elemento que controla la expresién de la SMasa y que también es necesario para la produccién
de la proteina de 27 kDa (junto a PrfA). En este caso, la region de insercion del transposoén
estaria integrada por un gen regulador que ejerceria su efecto en trans sobre los determinantes
de la SMasa y la proteina de 27 kDa (con independencia de si éstos se encuentran juntos o
separados en el cromosoma).
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Tabla 3.1.1. Principales caracteristicas de los mutantes obtenidos por transposicién con
Tn1545.

Hly (58 kDa) SMasa 27 kDa CAMP
(R. equi)
WT +++ 35,55 + pala grande
8/6 - 28,7 - pala grande
44/2 +++ 3,5 - cerilla

Nétese como mientras en 8/6 no existe produccién de la proteina de 27 kDa, si existe actividad
SMasa. Por el contrario, en 44/2 no existe produccion de la proteina de 27 kDa y la actividad
SMasa residual se corresponde probablemente a la actividad SMasa de PIcB (véase apartado
3.2.2.2.4y 182,196,561).
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Figura 3.1.2. Ensayos de virulencia en el modelo murino. Curvas de aclaramiento en el higado
de ratones Swiss infectados experimentalmente con una misma dosis por ratén de 2.5x10° de
WTy 44/2.

3.1.2.2. Mapeo de la insercion de Tn1545 en el mutante 44/2 y
clonaje de laregion cromosomica flanqueante.
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Con el fin de estudiar si la insercién del transposoén es la responsable del fenotipo exhibido por
44/2, asi como para analizar los posibles determinantes genéticos implicados en la alteracion
fenotipica que presenta este mutante, procedimos a caracterizar el punto de insercién del
Tn1545 y su region flanqueante. Para ello, en primer lugar, determinamos el nimero de copias
del

transposén en 44/2, ya que sélo en el caso de que se hubiera insertado una Unica copia
tendriamos posibilidad de asociar el efecto observado con un punto concreto del cromosoma
bacteriano.

Para determinar el nimero de copias de Tn1545 en el mutante 44/2, se analizd por
Southern blot el DNA cromosémico del mutante digerido con diferentes enzimas de restriccion
(Fig. 3.1.3). Como sonda se utilizé el gen de resistencia a la kanamicina (aphA-3) situado en el
extremo izquierdo del transposén (71). El andlisis revelé que el mutante presentaba una sola
copia de Tn1545 insertada en el cromosoma (Fig. 3.1.3). Asimismo se observo que, utilizando
la enzima de restriccion Hindlll, se obtenia un fragmento de DNA de aproximadamente 6,7 kb
que contiene el extremo izquierdo del Tn1545, incluyendo aphA-3, y una pequefia parte de
DNA cromosoémico flanqueante de la insercion. Este fragmento Hindlll de 6,7 kb fue clonado en
el vector pBR322 dando lugar al plasmido pGM10, que fue seleccionado por la resistencia a
kanamicina que le confiere el inserto procedente de 44/2 y la resistencia a ampicilina propia del
vector. La identificacion de pGM10 se confirmé mediante Southern Blot (Fig. 3.1.4).

La secuenciacion del inserto en pGM10 reveld que éste consistia en un fragmento de
190 bp rico en estructuras secundarias palindromicas (Fig. 3.1.9), que no correspondia a
ninguna fase de lectura abierta. Se ha descrito que la integracién del Tn1545 ocurre por una
recombinacidn homéloga entre sus extremos finales y una secuencia diana (118). Utilizando el
fragmento de 190 bp como sonda en un nuevo Southern blot, mapeamos en el cromosoma de
L. ivanovii WT la regién donde se habia insertado el transposoén en el caso de 44/2 (Fig. 3.1.4).
Se identificé asi un fragmento Hindlll de 2,6 kb apropiado para realizar un clonaje. Se digirio el
DNA cromosémico de L.ivanovii WT con Hindlll y se construyé una libreria con los
correspondientes fragmentos en el vector pBR322. A continuacién, se transform6 con esta
libreria E. coli DH5a, y se identificaron aquellos transformantes que poseian el fragmento de
2,6 kb mediante hibridacion de las colonias con la sonda de 190 bp anteriormente citada. El
nuevo plasmido, con el inserto procedente de WT clonado en pBR322, fue denominado pJ14.
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Figura 3.1.3. Andlisis por Southern blot del nimero de copias del transposén en el mutante
44/2. El DNA cromosoémico de 44/2 fue sometido a digestiones simples con las enzimas de
restriccion Xbal (calle 7), Pstl (calle 8), Kpnl (calle 9), Hindlll (calle 10), EcoRI (calle 11), BamHI
(calle 12) y digestiones dobles utilizando cada una de las enzimas anteriores junto con Hindlll
(calles 1-5). Tn1545 tiene un tamafo de 25,3 kb y no presenta un sitio de corte para BamHI ni
EcoRI pero si con Hindlll, uno de los cuales se sitia a 6,6 kb de su extremo izquierdo
(caillaud). La hibridacién con una sonda derivada de este extremo del transpos6n, que contiene
el gen aphA-3 que confiere resistencia a la kanamicina, revel6 la presencia de una Unica banda
en todas las digestiones, lo que pone de manifiesto que solo existe una copia de Tn1545 en el
cromosoma de 44/2. Ademas, el tamafio mas pequefio de banda se consigui6 con la digestion
sencilla mediante Hindlll (6,7 kb) que a su vez coincidia con el obtenido mediante las
digestiones dobles, lo que nos sugeria que a escasa distancia del extremo izquierdo del punto
de insercion se encontraba una diana para Hindlll. En la calle 6 se muestra el marcador de talla
de los fragmentos de DNA del fago O digerido con Hindlll y los nimeros a la derecha indican el
tamafio de las bandas del marcador.
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Figura 3.1.4. Andlisis por Southern blot del plasmido pGM10 conteniendo el fragmento Hindlll que abarca el
punto de insercién de Tn1545 clonado en el plasmido pBR322. Se han utilizado los DNAs cromosomicos de
L. ivanovii ATCC 19119 (calle 1); L. ivanovii-SmR (calle 2) y mutante 44/2 (calle 3) digeridos con Hindlll, asf
como pGM10 digerido por Hindlll (calles 4y 7) y EcoRlI (calles 5 y 8). Se emple6 como control positivo la sonda
clonada en el vector pUC18 (calle 9). La calle 10 muestra el bandeo del marcador de talla de los fragmentos de
DNA (DNA del fago O digerido con Hindlll). La calle 6 no tiene muestras.

Panel A. Hibridacién utilizando como sonda el extremo izquierdo del transposén. Se aprecian sefiales de talla
idéntica en el DNA cromosomico de 44/2 y en pGM10 digeridos con Hindlll (calles 3, 4 y 7) pero no en el caso
de los DNAs cromosémicos WT y SmR-L. ivanovii (calles 1 y 2). Las bandas Unicas obtenidas en el caso de las
calles 6 y 9, corresponden al pGM10 linealizado, cuyo tamafio es igual al vector pBR322 mas el fragmento
clonado (4,3+6,7=12 kb).

Panel B. Hibridacion con el vector pGM10. Se comprueba la existencia de una sefial con el mismo tamafio (6,7
kb) en pGM10 y el DNA de 44/2 digeridos con Hindlll (calles 4, 5 y 9) que coincide con la talla del fragmento
clonado. Por el contrario, en el caso de los DNAs de las cepas WT y SmR (calles 1y 2) se puede observar una
banda de 2,6 kb que se corresponde con el tamafio del fragmento Hindlll del cromosoma donde el transposon
se insert6 en 44/2.

3.1.2.3. Caracterizacion genética de la region de insercion del transposon
en 44/2.

Para determinar cuél de las dos hipotesis de trabajo que enunciamos en el apartado 3.1.2.1 era la que
realmente explicaba las consecuencias fenotipicas de la insercion del transposon en 44/2, procedimos a
secuenciar el fragmento Hindlll de 2,6 kb de pJ14. Ello nos permitid identificar una region del cromosoma de
L. ivanovii integrada por dos fases de lectura abierta, orfD1 y orfD2, cuya organizacion genética se muestra en
la Fig. 3.1.6.

orfD1. Su putativo codén de iniciacion, ATG, se encuentra 132 bp corriente abajo del punto de
insercion del transposén, precedido por un RBS (AGGAAG) situado 7 bp corriente arriba. Las predicciones del
programa GCG version 10.0 para UNIX de la Universidad de Wisconsin, indican que esta ORF de 450 bp de
longitud codifica una proteina de 150 aa, con una posible masa molecular de 17,31 kDa y pl de 5,06. La
comparacion de esta proteina con las bases de datos disponibles revela que presenta una homologia de un
67,1% de similitud y un 54,3% de identidad a lo largo de toda su secuencia con YkuL de B. subtilis, para el que
aun no se ha descrito una funcién conocida (167). No presenta péptido sefial por lo que constituye una proteina
de localizacion citoplasmica. Como podemos apreciar en la Fig. 3.1.8, los cuatro Ultimos nucleotidos
(incluyendo el coddn de terminacion TGA) estan solapados con el inicio de la siguiente ORF, orfD2.

orfD2, comienza con un codén de iniciacion ATG precedido en 6 bp por un RBS con la secuencia
consenso GGAGGA. OrfD2 tiene un tamafio de 876 nucleétidos y codifican una proteina de 292 aa con una
masa molecular estimada de 33,33 kDa y un pl de 6,86. La ausencia de péptido sefial predice una localizacion
citoplasmatica. El andlisis comparado de esta proteina en las bases de datos indica que presenta una gran
homologia con miembros pertenecientes a la familia LysR de reguladores transcripcionales (LysR- type
transcriptional regulators, LTTRs) (507,234). La mayor homologia la manifiesta con YkuM de B. subtilis (65,4%
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de similitud y 53,9% de identidad para el conjunto de la proteina) e YbhD de E. coli (33,8% de similitud y 23,0%
de identidad en el total de la proteina), de funcién desconocida (118,167).

Se han definido tres dominios funcionales presentes en todos los reguladores tipo LysR (507): (i) un
dominio N-terminal (residuos 1-66), que incluye un motivo hélice-giro-hélice (HTH) situado entre los aa 23 y 42,
implicado en la unién al DNA y altamente conservado entre los distintos miembros de la familia LysR; (ii) un
segundo dominio localizado entre los aa 149 y 154, implicado en el reconocimiento del coinductor y en la
respuesta al mismo; (iii) situado en el extremo C-terminal, entre los aa 196 y 206, se encuentra un tercer
dominio también implicado tanto en la unién al DNA como en la respuesta al coinductor, asi como en la
dimerizacion de la proteina. En dicha familia, el dominio HTH es el responsable de la union a las secuencias
diana localizadas en las regiones promotoras de los genes que controla. Los reguladores de la familia LysR
reconocen un motivo con la secuencia consenso T-N;;—A, que forma parte de un palindromo interrumpido de
15 bp, localizado generalmente en la posicion -65 de los genes bajo su control (190,507). Comparando la
proteina codificada por orfD2 con la secuencia consenso establecida para los tres dominios funcionales en los
reguladores tipo LysR (507), hemos comprobado que comparten las caracteristicas estructurales y los dominios
funcionales propios de los miembros LTTRs (Fig. 3.1.5). En consecuencia, podemos afirmar que dicha proteina
pertenece a la familia LysR de reguladores transcripcionales, por lo que hemos denominado lyrA al gen (lysR-
type regulator A), y LyrA a la proteina codificada. En numerosas ocasiones, l10s genes dianas se encuentran
situados préximos al LTTR precedidos en sus zonas promotoras por motivos de unidn de esta familia de
reguladores (507). En nuestro caso, hemos identificado palindromos imperfectos con el motivo T-N;;—A,
compatibles con las secuencias diana de LTTRs, en las zonas promotoras de orfD1 y orfD2 (Tabla 3.1.1).

Hemos denominado locus IyrA a la region cromosémica integrada por orfD1 y lyrA, que se encuentra

encuadrada entre la estructura palindrémica situada inmediatamente corriente arriba al lugar de insercion del
transposoén en 44/2 y el extremo final de IyrA (Fig. 3.1.6).

3.1.2.4. Caracterizacion de laregion del locus lyrA de L. ivanovii.

Hemos localizado un palindromo compatible con un motivo de unién de LTTRs al DNA 16 pb corriente arriba
del punto de insercion de Tn1545 (Fig. 3.1.7). Este palindromo esta rodeado por una zona particularmente rica
en A+T,
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50 aa

Dominio Dominio de Dominio

. reconocimiento .
N-terminal . C-terminal
al coinductor

LyrA

3 61 93 144 225 235
HTH

Dominio N-Terminal

C.6 hpLRpLRxFxxhxpppphSxAApxLphSQPAhSxQhppLEpXLGXXLFXRXPRXhxxXXTXA 66
L.3 vteyeLlvclaeelnmrksAekLf1SQPAlSqrlgtiEsrwntkiFiRtgkgllltpeg 61

Dominio de reconocimiento del coinductor.

C. 98 LxIGx hLPx Px Lx LpxxphDhh 150
L. 93  LRIAxWLPx, Px Lx LAAGNVHIG 144

Dominio C-terminal.

C. 236 VXXGXGVXVLP 246
L. 225 ALNGIGFAILP 235

Fig. 3.1.5. Principales caracteristicas estructurales de LyrA.

Panel A. Esquema de los dominios funcionales caracteristicos de un regulador tipo LysR identificados por
homologia de secuencias en LyrA.

Panel B. Alineamiento entre la secuencia consenso (fila superior C.) descrita para cada dominio por Schell y
Viale (482), altamente conservada entre los distintos miembros pertenecientes a la familia LysR, y la secuencia
de LyrA (fila inferior L.); x representa cualquier residuo; h, residuo hidrofébico (V, IN-1, L, M); p, residuo
hidrofilico (T, S, N, Q, D, E, K, R, H). En mayusculas y negrita se indican aquellos residuos coincidentes entre
la secuencia consenso descrita por Schell y Viale y LyrA. El dominio HTH ha sido identificado utilizando la
aplicacion NPS@, disponible en http://pbil.univ-lyonl.fr/cgi-bin/npsa-automat.pl?page=npsa-htl.html.

S7



atributo que presentan algunos promotores sujetos al control ejercido por un regulador tipo
LysR (577). Ademas, hemos identificado el regulador IyrA que pertenece a la familia LTTRs
corriente abajo del punto de insercién del transposén. Estos datos parecen indicar que el
transposoén se ha insertado en una regién que puede afectar a la expresién de un regulador tipo
LysR, por tanto, esto refuerza nuestra hipétesis de trabajo de que el fenotipo de 44/2 se debe a
la inactivacion de un regulador que controla la expresion de los determinantes genéticos
responsables de la produccion de la proteina de 27 kDa y la actividad SMasa. Los reguladores
tipo LysR suelen controlar genes situados en sus inmediaciones (507). Con el fin de determinar
la posible presencia en la zona del locus IyrA de los determinantes genéticos cuya expresion
esta afectada en 44/2, realizamos genome walking mediante sucesivas PCRs inversas hasta
ampliar la region cromosémica analizada a 7,02 kb (véase materiales y métodos y Fig. 3.1.6).
Se identificaron seis nuevas ORFs, de las cuales cuatro de ellas, orfU4, orfUu3, orfU2 y orful
estan localizadas en la zona situada a la izquierda de Tn1545 y dos mas, orfD3 y orfD4, se
sitlan a la derecha del punto de insercién del transposén (Fig. 3.1.6 y 3.1.12).

orfU4. Tiene su origen en un codon GTG precedido por un sitio potencial RBS
(GGAAAGQG) localizado 5 bp corriente arriba y finaliza en un codén ocher (TAA) seguido a 30 bp
de su extremo 3’ por una estructura palindrémica de 22 nucleétidos, que podria funcionar como
sefial de terminacién transcripcional. orfU4 tiene un tamafo de 681 nucleétidos y codifica una
posible proteina de 286 aa con un tamafio de 30,16 kDa y un pl de 5,35. La ausencia de
péptido sefal predice su localizacion citoplasmatica. Presenta un 59,6% de identidad para el
conjunto de la proteina con YkwC de B. subtilis, de funcién desconocida, si bien presenta
similitudes con la enzima 3-hidroxibutirato deshidrogenasa, implicada en el metabolismo de
aminoacidos (310).

orfU3. Su inicio estd precedido por una secuencia RBS consenso (GAAAGG) y su
codén de terminacion se solapa con la estructura palindrémica descrita para orfU4. orfU3 tiene
un tamafio de 1143 bp y se transcribe de forma divergente al resto de los genes presentes en
esta region. Codifica una proteina de 381 aa, con una masa molecular de 42,6 kDa y un pl de
5,33. La ausencia de péptido sefial predicen una localizacién citoplasmica. Esta proteina
presenta un 54,8% de identidad en el total de su secuencia con PatA de B. subtilis, una enzima
de la clase | de aminotransferasas dependientes de piridoxal fosfato. Estas transaminasas se
han dividido en tres clases (586) vy,

Figura 3.1.6 Locus lyrA: apaisada al final de la bibliografia



basandonos en las caracteristicas de su secuencia, el producto de orfU3 perteneceria al grupo
representado por las aspartato aminotransferasas de Sulfolobus solfataricus, de especies
termofilas del género Bacillus y de tirosina aminotransferasas eucariotas. Por ello hemos
denominado a OrfU3, AmaA (aspartato aminotransferasa A) y amaA al gen que codifica esta
proteina.

orfU2. Se inicia con el coddn ATG que esta precedido por un probable RBS
(AAGGGG) situado a 9 bp del coddn de iniciaciéon. Tiene una tamafio de 219 bp que codifican
una posible proteina de 73 aa y 8,2 kDa de masa
molecular. Su analisis comparado con las bases de datos disponibles indica que no presenta
homologias significativas con ninguna proteina. A 2 bp del extremo 3' de su coddn de
terminacion se encuentra una estructura palindromica de 42 bp que podria constituir un
terminador transcripcional.

orfUl. Comienza con el codén de iniciacién ATG precedido por una posible caja RBS
(GAGAGG) situada 9 bp corriente arriba. La secuencia aminoacidica deducida esta formada
por 77 aa que codifican una proteina de 8,95 kDa y un pl de 4,3. Presenta un alto grado de
homologia (51,3% de identidad para el conjunto de su secuencia) con la proteina YkuJ de
B. subtilis con funcién, por el momento, desconocida (310). A 25 bp del extremo 3’ de su codoén
de terminacién se encuentra una estructura palindrémica interrumpida de 51 nucleétidos que
finaliza exactamente en el lugar donde ha tenido lugar la insercion del transposén Tn1545.

orfD3. Localizado a 51 nucleétidos del codon de finalizacion de lyrA se encuentra el
codén de iniciaciéon de orfD3, ATG, precedido en 9 bp por el RBS AGGAGA. Codifica una
proteina de 236 aa, con una masa molecular estimada de 24,84 kDa y un pl de 5,32 y de
localizacién citoplasmica por no presentar péptido sefial. Muestra una gran homologia (74,1%
de identidad para el conjunto de la proteina) con YkuQ de B. subtilis (310), que es similar a la
enzima metabdlica tetrahidrodipicolinato succinilasa responsable del cuarto paso en la
biosintesis de diaminopimelato y lisina a partir de aspartato semialdehido (427). Hemos
denominado a este nuevo gen dapD y DapD a la proteina codificada, por analogia con la
nomenclatura de sus genes homélogos en otras especies bacterianas como E. coli (148),
Haemophilus influenzae (156) o Mycobacterium bovis (118). Dos nucledétidos corriente arriba
del coddn de finalizacion, se inicia una estructura palindrémica de 22 nucleétidos que podria
funcionar como terminador transcripcional.

orfD4. Tiene un tamafio de 1116 nucledtidos y comienza con el codon de iniciacién
GTG, precedido a 6 bp por un RBS con la secuencia GGAGAG. Codifica una proteina de 372
aa con una masa molecular de 41,41 kDa y un pl de 5,62. Como el resto de las proteinas
localizadas en este locus no presenta péptido sefial lo que predice su localizacién
citoplasmatica. La busqueda de homologias en las bases de datos de esta proteina revel6 la
mayor similitud (59,5% de identidad para el total de su secuencia) con YkuR de B. subtilis, de
funcién desconocida pero similar a hidrolasas del hipurato (310), por lo que hemos denominado
a este gen hipA (hippurate hydrolase A) y HipA a la proteina que codifica.

Asi pues, ninguno de los genes identificados en las zonas adyacentes al locus IyrA
codificaba proteinas susceptibles de ser los factores ausentes en el mutante 44/2. Esta
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conclusion se vio corroborada por la identificacion de los genes codificantes de la actividad
SMasa y la proteina de 27 kDa de L. ivanovii, smcL (196) e i-inlE (144), respectivamente, los
cuales fueron identificados paralelamente al desarrollo de este estudio, en nuestro laboratorio
por B. Gonzalez-Zorn (smcL) o en un entorno de colaboracién entre nuestro grupo y el grupo
de la Universidad de Wirzburg, por F. Engelbrecht (i-inlE). Para ello, siguieron una estrategia
basada en el uso de oligonucleétidos degenerados. Esto descartaba la hipotesis de que el
fenotipo de 44/2 fuese debido a un efecto polar de la insercién del transposén sobre genes
situados en sus inmediaciones.

El andlisis de las secuencias de las zonas promotoras de ambos genes nos permitié
comprobar la existencia de secuencias consenso compatibles con cajas tipo LysR (Tabla
3.1.1). Ademas, andlisis de Northern blots realizados con sondas especificas de smcL e i-inlE
(Fig. 3.1.7) mostraron que ambos genes se transcribian independientemente y de forma
monocistrénica, por lo que quedaba descartada la hipotesis de que existiera un efecto polar
sobre su expresion y cobraria fuerza la hipotesis de que la expresion de smcL e i-inlE estén
sujetos a una regulacion comiun mediada probablemente por un regulador de la familia LysR.
Estos hallazgos abrian la posibilidad de que el fenotipo de 44/2 fuese debido a la inactivacién
(o la alteracion de la expresion) de IyrA, cuyo producto estaria regulando positivamente en
trans a smcL e i-inlE.

Tabla 3.1.2. Cajas LysR en las zonas promotoras de distintos genes de L. ivanovii.

Cajatipo LysR

orfD1 AAGCTGTGAA-N, - TTCACAGCTT
lyrA TTTC---N,---GAAA
smcL TGA--N,--TCA

i-inlE TTTtTAA--N,--TTAaAAA

En negrita se destacan los nucleétidos de la caja consenso T-Ni1-A. N representa cualquier nucleétido y
los desparejamiento con respecto a la secuencia palindromica se indican en minudsculas.

Para contrastar esta hipotesis, analizamos el patron de transcripcién de smclL, i-inlg, y
de los genes identificados en la region lyrA (orfD1, lyrA, dapD, orfUl, orfU2 y amaA) en 44/2 y
WT cultivadas en BHI a 37°C y extrayendo el RNA total al final de la fase exponencial de
crecimiento. Los niveles de transcripcion de los distintos genes se determinaron
semicuantitativamente mediante la técnica de Slot blot, hibridando con sondas especificas de
cada uno ellos. Dichas sondas se obtuvieron mediante PCRs, posteriormente purificadas,
utilizando los oligonucle6tidos P24A/B (i-inlE); SPM-R/S (smcL); MD2/24 (lyrA); GD12/8 (orfD1);
GD26/33 (dapD); GD29/9 (orfUl) y GD50/39 (amaA).

Todos los genes analizados en estas condiciones presentaron un patréon de
transcripcion similar tanto en el mutante 44/2 como en su cepa parental WT, salvo en el caso
de smcL e i-inlE, cuya transcripcion era elevada en WT e indetectable en 44/2 (Fig. 3.1.7). Las
comparaciones de los niveles de transcripcion se realizaron analizando las hibridaciones con
las distintas sondas de radiogramas expuestos durante el mismo tiempo (20 horas).



Por lo tanto, el andlisis de la transcripcion de los genes situados en la region
flanqueante al punto de inserciébn de Tn1545 demuestra que no existe, al menos en las
condiciones analizadas, ninguna diferencia entre la cepa WT y 44/2 por lo que un efecto de la
insercion del transposon en la expresion de dichos genes resulta dificilmente probable. Por el
contrario, y como era de esperar, i-inlE y smcL, responsables de la produccion de la proteina
de 27 kDa y de la actividad esfingomielinasa C, respectivamente (144,196), presentan un
patron claramente diferente de su transcripcion. Teniendo en cuenta que la transcripcion del
regulador lyrA no esta alterada en 44/2, su posible papel en el control de i-inlE y smcL que
explicaria la ausencia de su expresion en el mutante, tendria una dificil justificacién.

smcL i-inlE

WT 44/2 WT 44/2
— 23S (2.900 nts)
— 16S (1.500 nts)

1 kb
> - - < 09kb
amaA orfu2 | orful orfD1 lyrA dapD smcL i-inlE
WT — - - - - -

Figura 3.1.7. Analisis transcripcional de los genes smclL, i-inlE, asi como del locus lyrA y sus
regiones adyacentes en la cepa de L. ivanovii ATCC 19119 (WT) y su mutante 44/2. EI RNA
total ha sido extraido a partir de cultivos en BHI a 37°C al final de la fase exponencial de
crecimiento.




Panel A. Andlisis por Northern blot de los genes smcL e i-inlE. Cantidades equivalentes de
cada cepa (10mg) cargadas por cuadriplicado fueron sometidas a electroforesis y
posteriormente transferidas a una membrana de Nylon que fue cortada en cuatro fragmentos
correspondiente cada uno de ellos con las muestras de cada cepa. Cada uno de estos
fragmentos de membrana con las muestras de RNA fueron sometidos a la hibridacién con su
sonda correspondiente. Las sondas de DNA empleadas son las mismas utilizadas para los slot
blots y se indican en el texto. Las posiciones y tamafios aproximados de los rRNAs 23S y 16S
son utilizados como marcadores de talla molecular. Los distintos transcritos estan indicados por
una flecha con el tamafio aproximado a su derecha. Las sondas utilizadas estan indicadas en
la parte superior de cada calle.

Panel B. Analisis por slot blot de la transcripcion de los genes del locus lyrA (lyrA, orfD1); de la
region flanqueante dapD, orfUl, orfU2 y amaA; y de los genes smcL e i-inlE en las cepas WT y
44/2. Se utilizaron como sondas los fragmentos internos a cada gen obtenidos por PCR
empleando los oligonucleétidos indicados en el texto, posteriormente purificadas y marcadas
radioactivamente. Se hibridé con el plasmido pKK3535 que contiene el operdon rrnB de RNA
ribosémico de E. coli (61), como control de la cantidad de RNA total fijado para cada muestra
en la membrana. No se observa ninguna diferencia entre ambas cepas en el patron de
expresion de los genes pertenecientes al locus IyrA o a sus regiones flanqueantes. Por el
contrario, a diferencia de lo que ocurre en WT, no existe expresion de i-inlE y smcL en el
mutante 44/2.

control de i-inlE y smcL que explicaria la ausencia de su expresion en el
mutante, tendria una dificil justificacion.

Figura. 3.1.8. Secuencia de nuclettidos de las regiones flanqueantes al punto de insercion de Tn1545
obtenido a partir de L.ivanovii ATCC 19119 (registrada con el nimero de acceso: X98994). La
correspondiente traduccion a aminoacidos aparece debajo en cddigo uniletra. La posicion nucleotidica se
indica a la izquierda. N6tese como desde la posicion 1201 hasta la 2400 se representa la cadena
complementaria, es decir, la cadena con sentido para la transcripcion de amaA. Los codones de inicio de
la traduccién y los tripletes de terminacion estan resaltados en negrita. El inicio de traduccion de los
distintos genes esta indicado con el nombre del gen correspondiente seguido de los signos >/< que
indican su sentido de traduccion. Las flechas en la parte inferior de la secuencia de nucleétidos indican
repeticiones invertidas susceptibles de actuar como terminadores de la transcripcion. El posible dominio
hélice-giro-hélice de LyrA aparece recuadrado. En las regiones intergénicas de orfD1 y IyrA los puntos de
inicio de la transcripcion, identificados experimentalmente mediante Primer extension, estan indicados por
“P1" y “P2"; las posibles secuencias -10 y -35 asi como el RBS se encuentran subrayados. Los motivos T-
N11-A presentes en secuencias palindromicas invertidas compatibles con cajas tipo LysR se sefialan con
una doble linea discontinua en la parte superior de la secuencia (los nucleétidos consenso T y A estan en
negrita). Las principales enzimas de restriccion empleadas se encuentran indicadas con una linea en la
parte superior de su secuencia diana. Un triangulo indica el lugar de insercion del transposén en el
mutante 44/2.

Tagl
1 TCGAAAAAGAAAATGGATGCGATTATGTCTGAGTATAATAGCTTGTTTTCAACAAATAAT
61 TTTCATTTATTCCGAGCAAGTTTGTACGTTAAAAAAGCAGGTTTGAAGAGTCAAGGGATA
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121
181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

GGTGCAAAAACAGCATTATATTATATACCCAATGCGCTTATAAGAGAGTTTATTGCGATT
GTCGTTATGTATAAAAAAGTACATATTTTTTTAGTTGGATTAATTAGTATCTTTTTTGCG

RBS
GTTTTATCTATTATTGGACTTAGCTTTAGGTAGGAGGTTTTTGGAAATGAAGAAAATAGG
M K K I G

ATTTGTAGGCACCGGTGTTATGGGTGTGAGCATGGCTTCTCACTTGCTTGAAGCAGGGTA
F V G T GV M GV S M A S HL L E A G Y

TGAGGTTTTTGTGTATACGCGAACTAAATCAAAAGCAGAAGGGCTTTTAGAGAAAGGTGC
E VvV F vy TR T K S KA E G L L E K G A

GCACTGGGAAGCGGAGCCAAATGACTTAGCGGCGAAAGTAGATGTGCTCATTTCAATGGT
H W E A E P N DL A A K V D VL I 8 M V

AGGCTATCCAAAAGATGTTGAGACACTCTATTTAGGTGAAGCGGGCTTTTTAAATCATTT
G Yy p K DV E TUL Y L G E A G F L N H L

GAAACCGGGATCTATAGCTATTGATATGACAACTTCTTCTCCAGCATTAGCAAAAAAAAT
K p G s I A I DMT T S S P A L A K K M

GGCTCAAGTTGGTAGTGAAAAAGGAATCGGCGTTTTGGATGCTCCAGTTTCAGGTGGGGA
A Q V G s E K G I G v L DA P V S G G D

TATTGGTGCGAAAAATGGAACACTAGCGATTATGGTTGGTGGGGATGAAGCTATTTTTCT
I G A K NG T L A I MV G G D E A I F L

AAAAGCAGAACCAATTTTCGCTATTCTTGGTAGTAGTGCTATTTTACAAGGAGAAGCAGG
K A E P I F A I L G S S A I L Q G E A G
HincII
TTCCGGACAACATACGAAAATGGTTAACCAAATTGCGATTGCATCCAATATGATTGGTGT
s G Q H T K M vV N Q I A I A S N M I G V

AACAGAAGCGATTATTTATGCGGAAAAAGCCGGACTTAACCCCTCTCGTGTACTGGAATC
T E A I I Y A E K A G L N P S R V L E S

TATTTCTGGTGGAGCGGCAGGTAGTTGGTCACTTACCAATTTGATTCCTCGCGTACTCAA
I s G G A A G S W S L T NL I P R V L K

AGATGATTTTTCACCAGGCTTTTTTATAAAGCATTTTATTAAAGATATGGGAATTGCTAT
OD D F S P G F F I K H F I K D M G I A I

TTCGGAAGCACAACAAATGGGACTGGAGTTACCAGGGCTTATGCTAGCTGAAAAAATGTA
s E A Q Q M G L EL P G L ML A E K MY

CGAAACATTGGCTGAACGCGGGCTAAGTGAAGAAGGAACACAAGCATTAATTAAATATTA
E T L A E R G L S E E G T Q A L I K Y Y
Tagl
TCGTTAAAGAACAGCTACTAAGATTAGTAGCTGTTCGAAAAGCCAAAGTAGAAAGTTGCT
R end —

AACCAAAAAATAANACGAATTCTTTCGTCGGTAAGCCAGATCACGAAGACGATCAAATAAT

end K $S L. ¥F A A M R D L A E A L K N

TTTCTTCACCGTATTCTTTCAGCCTTTTTTGCCAGCGGAAAAAGACTTTTTCGTAACGGA

F s T A Y S L R F F R D G K E S F A N G
HindIIT

CCTTGATGACGTTGAAAACGAAGAAGACGTTCGAACTGTCGGGTCAGTTTTCTTAAAAGC
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1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2280

2340

2341

2401

2461

2521

P VvV v AV K A E E AL K V A WD F S N E

CATTAGAGTAGACCGTCAAAATGCTTCTTTATTTTTCGCGGTAGTCCACCTTGTTGGCAC
T I E D P L K V F F Y F A G D P P V V T

TTAGGGTAAAAAAGATTTGCTAGAACACACTTCAAACGAGATCAAAATATAAGCCATGCG
F G M K EL R D QT F N AR T K Y E T R

TAAACTTTTCGTAGTAGGAACGGTAAACACTACCGAAGATTTCGACGAAAAACTCTTTAT
M Q F A DD KGN TI A E L A A K Q s I

CTCGAGCGCGTTCATTGCCTTATAACTACCTAAAAGTTGTAAACAAACCACTAATAAAGT
s s A C T Vv S Y Q H I K L M Q K T I I E

CCACGTTCGTCTTTTGGTTAAGCGGTCGGTTAGTAGCGCACCCTAAACCTATCCGGCAAT
P A L L F G I R W G I M AH S K S L G N

TAGTGCTAACAAACAAGAGCTTCGTATCCTCGCTATGATCGTACAAGAAGCACTATCTAA
I vI T Q E R L M P A I S A H E E H Y I

TTAAGCGATATCTAAAGTAGTCGTTATTGTTTTTATGGTCGAAGAGAATTTTGTAAACGA
L E s vy I E b A I V F I G A E R L V N A

TTTAGGTGGTCAAGAAGAAAACAATTTGATTGTGGTCAACCTAACCTTCCCATTCCTTAT
L b Vv L E E K TUL S Vv G T P N S P Y P I

TATTCGCGAAAACAAAATCCACATTACACAAAGGCATTAACGCATCCCCAATTAAACTTT
I L. A K T K P T I H K R L Q T P T L K F

AATCAAAGACAACACAGATAAGAATAGCCTACACGAAACAAATTTCATTATTCACCAAGT
N T E T T D I R I P H A K N L T I L P E

ATCGGTCCTATTTAGCCTAGTCCATTTTATTGAAGTAGTGGACCGAGTTCTTACCAAACG
Yy 6 p Y I P D P L I V E D G P E L I T Q

TCACGTTGGCTCTATCGAAGACATCGGGGGTGACACTGCTATTAAAGTAAACACAACATA
L AV S I A E T A GV TV I I E N T N Y

AGATTCAATATAAAAAGAACTTTCATTCATCTTCGACGGAGATTGTCAAGACCGTATGGC
E L N Y K E Q F Y T S A A E L L E P M G

CGTAATCCTCATATCAACCACTTTAATAGGACTTAACGAACTTACCGCCGAACAAACTGT
A N P T Y N T F N D Q I A Q I A A Q K V

ACAAGACCACAACCTTTTAGTCCAAGTGGTTCACAGTTTGCTTAGTATAGACCTTATGGT
H E P T P F D P E G L T L R I M D P I G

CACTGAGAACATAACTTTCGAGACTATGGTGAATGAACTTATAGCACATTAAGTCCAGCG
T v R T N F A R I G S V Q I D H L E P R

Clal < amaA RBS
GTAGCTAAAACAGTAAAAGCAGTGGAAAGAAAGCATCTTTTAGGGCCGCTCAAATCGACC
W R N Q

HindII
GAGTAAGCTTCATAATTTCATTCCATTATAGCCTAAAAAGTAAAAAAAGCAAAATGTCTG

AAAATATTACTAAAAAACCTTGCACTTTCATTTAGAATGCTATAAGATAGTTTTAATAAT

RBS orfU2>

GATAATCGTTTTCAGTTAGAGATGATTGGTTGAAATTGGAAGGGGCCAGTGGATATGATG
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2581

2641

2701

2761

2821

2881
2941
3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

M M

AAACCAGGTAAATATGAAGCTCTCTTTTTCCCAACAAAAGATGGCTTGTTAAAAATACAT
K p G K Y EA L F F P T KD G L L K I H

GCATACGGCTTTAATCCTTGTGGCTCTTGGGGCGAGGTATTTGCGACAATTGGTGACCAA
A Y G F N P C G S W G E V F A T I G D Q

ACGATTTGTGTAAAAGGATTTAATCGTCATAAAACCATTGTTCGCGCGACAAAGATGATT
T I ¢ v K G F N R H K T I V R A T K M I

ATTAGTACAACAGCCAACCGCAAAAATGAATTTTAATTAAAAAAGACTATAAAAAAGTTT

I s T T A N R K N E F end

TGACTTTTTTATAGTCTTTTTTTAGGATTAAAAGTGCATAAAACAGAACAAAAAGTGACT

TTCTAGTTACATTAAAATAATTTCTTTTTCTGAATATTTCCAGAACCCTTGCGTTATACG
TGCGGTTTGCGATAAAATTTGGTAGTATAGTGAAAGAAATAAGATGTGGCGAAAAAACCA
GATTTGAGGAAATATGTAAAAAAGCATTGCCACGCCAGTAAAACAGCAAGGTATGCCAAT

RBS orfUl>
TTTTGCACGTCAGTTGGTAGATTTGAGAGGAGAGTTAATATGTCTCAGTTATTGGGAATT
M S Q L L G I

ATTCAACGTTTACATGCAATGCAAGAAGATGAGTCTGCTGAAACACAAGCAAGACGGTTT
I Q R L HA M Q EDES AZETIOQA AT RTRF
HindIII
GAAAAAAACGGTACACCAGTGTGCGAAGTGAAGTTTTTTCAAGCTTCTAACTCATTTGAA
E XK NG T PV CEV K F F QA S N S F E

GTAGAAATTTATGGCGACAATAGCAAATATCAATTTGATGATATTGATATGACAGCTATC
v E I ¥ G D NS K Y Q F D DTI D MT A I

GAAATTTTTGAAACGCTACAAGAAAACGAATAACATTGTAAGAAACGACTTATCTTTGTT
E I F E T L Q E N E end -

TTTTACGTCGAAGCTGTGAATCATTTTCACAGCTTTTTTTATGTAAAAAATTAACTTTTA

—lp ——
-10 P P,
AACACTAAATGAAAGAAATCTCCCCAGATAGTATGATAGAATAGGAGATGGAAAAGTTTC

RBS
GATTTATTTTTTTAGTTGAAAGAAACTTCGAACATGAAAATACGAGGAAGAGGAAGATTC

orfD1>
TAAATGATCTCTAATAGATTTGGACAGTTTATTGATAACGAATTAGCTGATTCGATGATT
M I $S N R F G Q F I D N E L A D S M I

TCTGCTGAAAAAGTAGCCCACGTACAGCTTGGTAATAATTTAGAACATGCATTGCTTGTT
s A E K VvV A H V Q L G N NL E HATUL L V

TTAACGAAATGTGGTTATTCGGTTATTCCAGTACTAGACTTTGAGTTTAAACTTCACGGA
L T K ¢ G ¥y s v I P V L D F E F K L H G

TTAATAAGTGCCGCAATGATAACAGATGCAATACTAGGGCTCGAGCGCATTGAATTTGAG
L I s A A M I T DA I L G L E R I E F E



3781 CGTTTGGAAGAGCTGAAAGTAGAAGATGTTATGCAAACTGATTTTCCAGTGATTAAAGAT
R L E E L K VvV ED VM Q T D F P V I K D

Clal

3841 TTCCTAAATAACGAAAGAATTGTTCACTTACTTGTTGATCATCCTTTTGTTTGTGTTATC
F L N N E R I V H L L VvV D H P F Vv C VvV I
— —35 -10 P1(w'r) Pz(u/z)

3901 GATAATGAGTTCCATTTTGAAGGGATTGTGACAAGACGGGTTGTCTTGAAGCAAGTCAAT
D N E F H F E G I v T R R V V L K Q V N

—

RBS lyrA >
3961 CGTTATATTCATTTACAGGTGGAGGAAAATAGATGATTGTAACGGAATATGAATTACTTG

R ¥ I H L Q V E E N R end
M I v T E Y E L L V

HincII
4021 TCTGTTTAGCGGAAGAACTCAATATGCGTAAAAGTGCAGAAAAACTTTTTTTAAGTCAAC

¢c L A E E LI N M R K S A E K L F L S Q P

4081 CAGCTTTATCGCAGCGTTTGCAAACAATTGAAAGTAGATGGAATACAAAGATTTTCATTC

AL S Q R Iy o T I E S R W N T K I F I R

4141 GTACACAAAAAGGTCTACTACTTACACCAGAAGGAGAAGCGATTGTCCGTCATGCTTCAA
T Q K 6 L L L. T P E G E A I V R H A S S

4201 GTGTTATTGAGCGAGAACATACCATTCAAGAAAAACTAGAAGCAATGGAAGGTGTCGTGC
v Il E R E H T I Q E K L E A M E G V V R

4261 GTGGGACCTTGCGAATTGCTTGTGCTAGTGTTGTGGCTCAAATGTGGCTTCCTCGTGTCT
G T L R I A C A S V V A Q M W L P R V L

4321 TAAAAACATTCACTAGCGCATATCCAAATGTCCAAATTTCGCTTGTAACAGGTTGGAGCA
K T F T S A Y P NV Q I 8 L VvV T G W S S

4381 GCGAAGTGACGCAGCAACTTGCAGCTGGAAATGTGCATATTGGCATCGTTCGCGGAAATT
E VvV T Q L. AA G NV HTI G I V R G N S

4441 CTACTTGGAAAAGTGTCCAAAAGCCACTTTTTAATGATAAATTAATTTTAGTAGATACAG
T w K s v K P L F N D K L I L V D T E

4501 AAATCACGAAAATTGAAGAGGTTTTCCAGACGAACAGACCTTTTGTACAGTTTCGAAGTG
I T K I E E V F Q T N R P F V Q F R S D

4561 ATTCTAACTACTATCAGGTAATTCAAGACTACTGGCAACGAAATTTCGGAAAAATGCCAC
s N Yy Yy ¢ vI 9 DY W Q R N F G K M P R

4621 GTCAGGCGATGTTAATGGATCAAATGGAAACATCGCGTCAAATGGCTCTTAATGGGATTG
Q A ML M D QM E T S R Q M AL N G I G

4681 GCTTTGCTATTTTACCAGAAGTAACAATGTTAGGTTATCCCGACAAAATCAATAAAATAC
F A I L P E V T M L G Y P D K I N K I P

4741 CACTTACAGAAAAAGACGGTTCCATTCTTAGCCGAGAAACTAATTTATTGACGTATGAAC
L T E K D G s I L s R E T N L L T Y E Q

4801 AATCGCTTGGCTTACCACAAGTAAATGCATTTTTAGAAATAATAGATAAATTCCTTGAAC
s L 6 L P Q V N A F L E I I D K F L E Q
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4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

RBS
AAGTGAAATAGCTATGGCAAAATAGAAATCAGAACGAATTGGAAGGAGACAATTATTCAT
M
V K end
>
GAAACAAATGGATGCACACCAAATTATTTCTTTTATTCAAAATAGCAAGAAAGCAACACC
K ¢ M D A HQQ I I $§ F I Q N S K K A T P

AGTCAAAGTATACCTTAAAGGTGACTTAGAAAAAATTACTTTTCCAGTGGATGTAAAAAC
v K v Yy L X G b L E K I TVF P V DV K T

ATTTATTACTGGAAATGCGGGAACGATTTTTGGAGAATGGGCGATTGTTGAACCATTACT
F I T G N A G T I F G E W A I V E P L L

TGAAGCAAATAAAGCGAATATTGAAGATTACGTAATTGAAAATGATCGTCGTAATTCTGC
E A N K AN TI E D Y V I E N DR R N S A

TATTCCACTTTTAGATATGAAAAATATCAATGCTAGAATTGAACCGGGTGCTGTCATTCG
I p L. L DM K NI N AW RTIEP G AV I R

CGATCAAGTAACGATTGGCGACAATGCAGTTATTATGATGGGAGCAAGCATTAATATCGG
b Q vT I G D NAVYV I MM G A S I NI G

TGCTGTTATTGGTGACGGTACAATGATTGATATGAATGTAGTTCTTGGAGGCCGCGCAAC
AV I G D GT M I DMNV VL G G R A T

AGTTGGGAAAAATTGCCATATTGGTGCTGGATCAGTACTTGCTGGTGTAGTAGAACCACC
v G KX N C H I GA G S VL A G V V E P P

ATCCGCACAACCTGTCATTGTAGAAGATAATGTTGTTATTGGTGCGAATGTGGTTGTTTT
s A Q PV I V EDN YV V I G A N V V V L

AGAAGGCGTGCGTATTGGAGAAGGTGCTGTTGTTGCCGCTGGAGCAATTGTTACAAAAGA
E G v RrRIGEGA AV V A A GATI V T KD
TGTAGCTCCTGGTACCGTTGTTGCTGGAATCCCAGCTCGCGAACTAAAAAAACTAGATGC
v A p G T V VvV A G I P A R E L K K L D A

AAAAACAGCGTCTAAAACAGAAATCATGCAAGAACTTCGTCAACTTTAAAAAATGAAGGA

dapD

—_—

K T A S K T E I M Q E L R Q L end

RBS hipA >
AACTGTTTCGTCTTTTGGCGGAACAGTCCTTTTTTAAAAGGAGAGAGAAACGTGGACTTA
A—
vV D L

AATCAATTTATTTCGATTCGCCGCGAGTTGCATCAAATTCCAGAAACAGGTTACAAAGAA
N ¢ F I 8 I R R E L H QQ I P E T G Y K E

TGGAAAACACAAGCTTACTTACTTGATTATATAAATAAATTACCAAGCAGGTATTTGGAA
W K T Q A Y L L by I N KL P S R Y L E

GTGAAGAAATGGCGCACTGGTCTGTTAGTTCGAGTAAGCGGAACGAGTCCAACGAAAACA
vV K X w R T G L L VR V S G T S P T K T

ATTGGTTACCGTACGGATATTGATGCTTTGCCAATTACGGAAGAAACTGGTTTAGCTTTT
I G Yy R T DI D AUL P I T EE T G L A F

GAGTCAAAGCATGCAGGAAATATGCATGCTTGTGGACATGATTTACATATGAGTATTGCA
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6001

6061

6121

6181

6241

6301

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

6901
6961

E S K HA GNMHACGHUDILUHMS I A

CTTGGCGTATTAACTCATTTTGCTAGTAAGCCAGCAAAAGATAATTTATTATTTGTGTTT
L 6 vL.L THPF AS K P A K DNTLTIL F V F

CAACCAGCAGAAGAAGGACCTGGAGGAGCTAAGCCAATTATGGAAAGTGCTGAGTTTGCT
Q P A E E G P G G A K P I M E S A E F A

GAATGGCGTCCAGATTCGATTTACGGGTTGCATATTGCACCGGAATACAAAGTTGGCCAA
E W R P D S I ¥ G L H I A P E Y K V G Q

ATCGCCATTAAACCAGGGCTATTATTCGCCAATACATCTGAACTATTCATTTCTTTTAAA
I A I K P G L L F A NT S E L F I S F K

GGAAAAGGTGGTCACGCAGCATATCCGCATTTAGCTAATGATATGGTAGTGGCAGCAAGT
G K G G H A A Y P H L A NDMV V A A S

GCTTTTGTAGGTCAAATGCAAACGATTATTAGCCGAAATATCGACCCAATGGATAGTGCT
A F V G o M o T I I s R N I D P M D S A

GTCATTACCATTGGTAGGATTCATGGCGGTGAAATTCAAAATGTTATCGCAGAAACAGCT
v I1i T I G R I H G G E I Q N Vv I A E T A

TTTTTAGATGGAACAATCCGAACACTTTCACCTGAAACAATGGAAATCGTTTGGACTCGA
¥F L D G T I R T L S P E T M E I V W T R

TTAAAACAATTAGCGAAAGGCTGGGAAGAAGCTTATCAATGCGAAGTGACTTTTCATGCA
L K ¢ L. A XK GW E EAY Q CE V T F H A

GGTTCTGATTACTATCAAGTGGATAACGATCCAGCAGAAACAGCAGCGTTTATTGACTTT
G s by Yy Qg v D ND?PAE T A AV F I D F

TTAAAAGAAAGCTATCCAAAGAGTTATGTACCGGCAAAGTCAGCGATGACAGGAGAAGAT
L K E S ¥y P K S ¥ v P A K S A M T G E D

TTCGGTTACTTTTTATCAGGAATTAAAGGCTTTATGTTTTGGCTTGGTGTTGACTCAGAG
F G Y F L S G I K G F M F WL G V D S E

TACAGCCTACATCATGCAAAATTAAATCCAAAAGAAGAGGCCATTCCATTTGCGATTGAA
Yy S L. H H A K L N P K E E A I P F A I E

GTATTAATCCACTTTTTAGAAAGTAAGTAAAAAAGACGTAAATTCGCTCACTTATTGAAC
>

vV L I H F L E S K end

GAATTTACGTCTTTTTAATTGTTGTTTGGTCCAAACGTGCTTACAAAGCTTAGAGGTAAT

TTGATTTTGTTCTCTGTCAATGCTTCACGGATATCTTTTAACAAGTCACGTTGAACGGAG
TATTGTTCGCCGTTTACCGCTTTACCAACTACTCGAATAACCATATTAGTTGCATCGAT
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3.1.2.5. Ensayos de complementacién de 44/2 con lyrA.

Con el fin de determinar de forma directa si el responsable del fenotipo presentado por 44/2 es
IyrA, realizamos ensayos de trans complementacion con dicho gen en construccién
monocistrénica y bicistrénica (junto a orfD1), incluyendo las respectivas zonas promotoras.
Para ello, amplificamos por PCR y clonamos ambos fragmentos en el vector bifuncional pHP59
(223) (véase apartado 4.15 de material y métodos). Al ser introducidas en 44/2, ninguna de las
dos construcciones fue capaz de restablecer el fenotipo silvestre original.

3.1.2.6. Construccién de un mutante lyrA de L. ivanovii.

Sin embargo, los ensayos de complementacion dejaban abierta la posibilidad de que las
construcciones no hubieran funcionado. Con el fin de descartar cualquier relacién de LyrA con
las caracteristicas fenotipicas presentadas por el mutante 44/2 de L. ivanovii, elegimos una
estrategia basada en la delecién en fase de la totalidad del gen mediante doble recombinacién
homdloga (véase seccién 4.14 de materiales y métodos), dando lugar al correspondiente
mutante AlyrA de L. ivanovii ATCC 19119. La mutacion fue analizada mediante Southern blot
(Fig. 3.1.9), PCR y posterior secuenciacion para comprobar el mantenimiento de la fase de
lectura tras la delecion.

En consonancia con las evidencias previas obtenidas mediante el analisis
transcripcional y los ensayos de complementacion, la mutaciéon AlyrA no reprodujo el fenotipo
de 44/2. Asi, tanto el halo de hemdlisis incompleta, como la reaccion CAMP con R. equi, la
actividad SMasa y la produccion de la proteina de 27 kDa fueron totalmente idénticas en AlyrA
y en la cepa parental de L. ivanovii.

Este resultado confirmaba de forma definitiva la no implicacién de LyrA en la activaciéon
de la expresion de smcL e i-inlE en L. ivanovii. Esta evidencia nos llevaria a contemplar una
explicacion alternativa en la que el fenotipo del mutante 44/2 no tendria nada que ver con la
insercion del transposén y obedeceria a una mutaciéon espontanea afectando de algin modo a
la expresion de dos unidades transcripcionales diferentes, smcL e i-inlE (véase apartado
3.3.2.1).
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Figura 3.1.9. Comprobacion, mediante Southern blot, de la mutacion en fase de IyrA total por
doble recombinacion homéloga. Se utilizaron como controles los DNAs cromosoémicos de
L. ivanovii ATCC 19119" y el mutante 44/2, y se analizaron los DNAs cromosémicos de los
posibles mutantes OlyrA y de una mutante de 360 pb de lyrA, 0360lyrA no descrito en el texto.
Los DNAs de las cuatro cepas fueron digeridos con la enzima de restriccién Hindlll. Mediante la
hibridacién con una sonda obtenida por amplificacién mediante los oligonucleétidos MD2/GD24
de un fragmento interno del gen lyrA, posteriormente purificado y marcado radioactivamente
(véase materiales y métodos) se pone de manifiesto la ausencia de sefial en el caso de la cepa
mutada en la totalidad del gen IyrA (calle 4), una disminucién en aproximadamente 360 bp del
tamafio de la banda que aparece en el mutante 0360IlyrA (calle 3) y en el mutante 44/2 se
aprecia una sefial de mayor peso molecular como consecuencia de la insercién del transposoén
en esta region cromosémica. Los tamafios de los distintos fragmentos estan indicados en kb en
la izquierda. A la derecha, se muestra (en kb) el bandeo del marcador de talla molecular X
(Boehringer Mannheim).
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3.1.2.7. Presencia de IlyrA en L.monocytogenes y analisis
genémico comparado del locus.

Excluida la implicacion de LyrA en el control de la expresion de genes de virulencia exclusivos
de L.ivanovii, y asumiendo un posible papel de dicho gen como regulador de los loci
circundantes, presumiblemente implicados en el metabolismo de aminoéacidos, era posible que
el locus IyrA estuviese conservado en L. monocytogenes y otras especies del género Listeria.
Para comprobar esto, realizamos Southern blots en condiciones de alta y baja astringencia de
hibridacién (Fig. 3.1.10) utilizando DNAs de distintas cepas de las diferentes especies de
Listeria digeridos mediante Hindlll. Empleamos como sonda la secuencia completa de lyrA
amplificada con los oligonucledtidos MD2/GD24 (Tabla 4.4). En condiciones de alta
astringencia, detectamos una Unica copia de IyrA representada por una banda de 2,6 kb en las
tres cepas de L.ivanovii analizadas (una de ellas perteneciente a L. ivanovii subsp.
londoniensis), mientras que no se observd ninguna sefial de hibridacion en el resto de las
especies. En condiciones de baja astringencia, sin embargo, ademas de la sefial de 2,6 kb
observada anteriormente, se detect6 una nueva banda de mayor tamafio en las tres cepas de
L. ivanovii, lo que sugiere que, al igual que ocurre en otras especies bacterianas (40,310),
existirian varios miembros pertenecientes a la familia de reguladores transcripcionales tipo
LysR en L. ivanovii. Ademas, en estas condiciones de baja astringencia se pudieron observar
sefiales de hibridacién en L. monocytogenes asi como en el resto de las especies del género
Listeria, salvo en L. grayi y L. grayi subsp. murrayi, que son las dos especies mas divergentes
genéticamente.

Estos resultados fueron corroborados mediante PCR. Asi, empleando oligonucleotidos
diseflados a partir de la secuencia de L. ivanovii, correspondientes a la zona que codifica el
extremo N-terminal, muy conservada en los reguladores tipo LysR, pudimos clonar y
secuenciar el alelo IyrA de L. monocytogenes P14. Mediante distintas PCRs inversas hemos
identificado y clonado sus regiones flanqueantes, las cuales mostraron una estructura idéntica
a la del locus IyrA de L. ivanovii (Fig. 3.1.11). Este hecho no es sorprendente, puesto que la
familia de reguladores transcripcionales tipo LysR (234) constituye, junto con la familia de
reguladores CRP y el sistema de regulacién de dos componentes (507,543) uno de los grupos
de reguladores mas importantes y mas ampliamente distribuidos en los organismos
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Figura 3.1.10. Analisis mediante Southern blot de la presencia de homélogos a IyrA en las seis
especies que integran el género Listeria. Los DNAs cromosémicos digeridos con Hindlll de
diferentes serovares de las distintas especies fueron hibridados en condiciones de alta (panel
A) o baja (panel B) astringencia (véase Materiales y métodos), utilizando como sonda un
fragmento interno del gen lyrA amplificado por PCR mediante los oligos MD2/GD24,
posteriormente purificado y marcado radioactivamente. Lineas de la A a la C, L. ivanovii ATCC
19119", D-23, y subsp. londoniensis, respectivamente ; D y E, L. monocytogenes P14, y EGD-
e, respectivamente; F y G, L. seeligeri CIP 100100, y SLCC 5921, respectivamente; H e |,
L. innocua ATCC 33090, y ATCC 33091, respectivamente; J y K, L. welshimeri SLCC 5334 y
C20, respectivamente; L, L. grayi; M, L. grayi subsp. murrayi; N, sonda empleada para la
hibridacién utilizada como control positivo. En condiciones de alta astringencia se observa que
el patrén de hibridacion de las dos cepas de L. ivanovii y la subsp. londoniensis es el mismo y
presenta una Unica sefial de hibridacién de 2,6 kb. Sin embargo, no aparecen sefiales positivas
en el resto de las especies del género. Por el contrario, en condiciones de baja astringencia de
hibridacién se observan no sélo sefales de hibridacion positiva en el resto de las especies del
género Listeria, excepto en el caso de L. grayi y L. grayi subsp. murrayi, las dos mas alejadas
filogenéticamente, sino que aparecen nuevas bandas en el caso de los tres miembros de
L. ivanovii que indican la presencia de genes homdlogos a lyrA en su cromosoma. Ademas, se
puede observar como las dos cepas de L. monocytogenes presentan un patrén diferente que
refleja una divergencia genética entre ambas cepas. Esta diferencia ha sido confirmada
analizando la secuencia de limR que no posee un punto de corte para Hindlll en P14 y si en
EGD-e.
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procariotas. De hecho, solo en el caso de B. subtilis se ha descrito la existencia de 19
miembros pertenecientes al grupo de LTTR, de los que tan sé6lo se conoce la funcién de 4
(310).

Nuestro grupo de investigacion forma parte del Consorcio Europeo que esté llevando a
cabo la secuenciacién del genoma de L. monocytogenes. Ademas, en este marco de
colaboracion, tenemos acceso a la base de datos del genoma de L. innocua. Aprovechando
estas circunstancias, hemos comparado la estructura del locus IyrA en L. ivanovii,
L. monocytogenes y L. innocua. Asimismo hemos extendido el analisis a los loci homdélogos
presentes en otros genomas bacterianos, segun la informacién depositada en el TIGR (Institute
for Genomic Research) (http://www.tigr.or). Asi, hemos comprobado que Unicamente en
L. monocytogenes, L. innocua y especies pertenecientes a géneros Gram-positivos con bajo
contenido en G+C, filogenéticamente préximos a Listeria, como B. subtilis, se encuentran
homadlogos con un alto porcentaje de identidad de todas las proteinas analizadas. Ademas, sus
respectivos genes comparten una organizacion similar en el cromosoma (Fig. 3.1.11),
sugiriendo claramente una evolucion a partir de un ancestro comdn.

1 kb
orfu4 amaA  orfU2 orfUlorfD1 ilyrA idapD ihipA
L. vanovi O~ -
3500.1 3501.2 3887.1 2859.2 orfD1 IyrA dapD 2854.1
L. monocytogenes -|:[>-<}:|—Q—¢>—$@{;‘>—|:{>—
ykwC patA orfU ykuK ykzF ykuL ykuM ykuQ ykuR
B. subtilis
5kb 10 kb 2 kb

Figura 3.1.11. Representacion de la estructura del locus IyrA y sus regiones flanqueantes en
los géneros bacterianos filogenéticamente mas préximos a Listeria. Las barras horizontales
indican interrupcion de la secuencia. Se indican con el mismo entramado de flechas los genes
ortélogos.

Tabla 3.1.3. Porcentajes de homologia entre las proteinas codificadas en los loci
representados en la Fig. 3.1.11.

Orfu4 AmaA OrfU2 Orful OrfD1 LyrA DapD HipA
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L. ivanovii 100% 100% 100% 100% 100% 100%  100%  100%

2858 3501 3887 2859 orfD1 LyrA  DapD 2854
L. monocytogenes

85% 93% 97% 100% 96% 97% 97% 92%
- YkwC PatA YkuJ YkuL YluM YkuQ YkuR

B. subtilis -
60% 55% 51% 54% 54% 74% 59%

Los valores indican % de identidad a nivel aminoacidico con respecto a las secuencias de L. ivanovii.
Estos valores se han obtenido a partir de alineamientos de las secuencias de aminoacidos realizados
utilizando el programa BESTFIT utilizando un tamafio de Gap de 8, del paquete informatico GCG de la
Universidad de Wisconsin, version 10.0 para UNIX (121).

3.1.2.8. Caracterizacién de mutantes lyrA en L. ivanovii.

Para obtener una indicacion preliminar acerca de la importancia de este regulador en la
fisiologia y virulencia de L. ivanovii, decidimos por ultimo analizar el efecto de la anulacion de la
expresion de su locus codificante. Como aproximacion inicial al estudio de la funcién de LyrA
en Listeria, investigamos el efecto de la mutacion AlyrA y de la presencia en multicopia del gen
sobre el crecimiento bacteriano en BHI a 37°C. Como se observa en la Fig. 3.1.14, las curvas
de crecimiento de AlyrA y del mutante complementado con multiples copias de lyrA presentaron
cinéticas idénticas a las de la cepa parental de L. ivanovii. Estos datos muestran que en medio
rico y a una temperatura 6ptima de crecimiento el regulador LyrA no es importante para la
multiplicacion de Listeria in vitro.

Una vez demostrado que lyrA no es esencial para el crecimiento bacteriano en
condiciones Optimas, investigamos si este locus podria jugar algun papel en la proliferacién en
los tejidos del hospedador animal. Para ello determinamos la DLsy del mutante AlyrA y de su
cepa parental de L. ivanovii tras inoculaciones intravenosas en ratones BALB/c. No se observo
ninguna diferencia en los valores de DLsg, l0 que descartdé una implicacion de LyrA en la
virulencia de Listeria, al menos en el modelo murino.

Tampoco se vieron afectados por la mutacion AlyrA ninguno de los marcadores de
virulencia relacionados con el regulén PrfA dependiente, tales como la actividad hemolitica,
lecitinasa o la capacidad de utilizacion de G-1-P, lo que permite descartar un efecto de LyrA
sobre el regulador central de la virulencia, PrfA.

DOewo 37T

—a— WT
—O0— AlyrA

—o— AlyrA+lyrA

T T T T T 1

0 4 8 12 16 20 24 28
17 Horas




Fig. 3.1.12. Curvas de crecimiento de L. ivanovii ATCC 19119", los dos mutantes por delecién
AlyrA asi como el mutante AlyrA trans complementado con el alelo lyrA introducido en
multicopia en el vector pHP59 cultivadas en BHI a 37°C. La densidad 6ptica se midié a 600 nm.
Se puede observar que las cuatro cepas presentan cinéticas de crecimiento practicamente
idénticas.

3.1.3. Discusion.

En este primer capitulo de la tesis hemos caracterizado un mutante de L. ivanovii, 44/2,
obtenido mediante transposiciébn con Tnl1545 y que fue seleccionado por su caracter
débilmente hemolitico y por la pérdida de reactividad CAMP con R. equi. Dicho mutante resultd
estar afectado en la produccion de una potente actividad SMasa, presumiblemente responsable
del particular fenotipo hemolitico bizonal de L. ivanovii y de la mencionada reaccion CAMP con
R. equi. Este enzima alterante de las membranas despertd nuestro interés ya que, dentro del
género Listeria, es especifico de L. ivanovii, por lo que podria tratarse de un factor de virulencia
implicado de alguna forma en el tropismo patogénico de esta especie.

Para estudiar la contribucion en la patogénesis de esta SMasa mediante una
aproximacion genética necesitdbamos, obviamente, disponer de su gen codificante, todavia no
identificado en el momento de iniciarse el presente estudio. Del sobrenadante de cultivo del
mutante 44/2 estaba también ausente una proteina mayoritaria de 27 kDa, un tamafio
molecular compatible con el descrito para las fosfolipasas bacterianas (1,25,385). Cabia por
tanto la posibilidad de que, en 44/2, el Tn1545 (del que comprobamos que existia una Unica
copia en el cromosoma del mutante) hubiese inactivado el gen estructural de la SMasa. Si este
fuese el caso, el mutante 44/2 podia sernos muy U(til para la identificacién de dicho gen (o de
cualquier otro determinante genético necesario para la sintesis del enzima) siguiendo el rastro
genético especifico dejado por el transposon al insertarse en el cromosoma de L. ivanovii.

Existian sin embargo datos que nos hacian albergar dudas acerca de la posible
identidad de la proteina de 27 kDa con la actividad SMasa. La proteina de 27 kDa fue
purificada por el grupo de J. Kreft en Wirzburg (300) a partir del sobrenadante de cultivo de
L. ivanovii, determindndose la secuencia de su extremo N-terminal. En el momento de
realizarse dicho estudio, en 1989, no se detectaron secuencias homologas en las bases de
datos. En particular, dicha secuencia N-terminal no presentaba ninguna similitud con la
estructura primaria deducida a partir del gen codificante de la SMasa de S. aureus (B-toxina)
(385), a pesar de presentar el enzima de L. ivanovii evidentes homologias funcionales en lo
que respecta a la actividad citolitica (las dos SMasas producen una alteracion sublitica de las
membranas de eritrocitos muy semejante, dando lugar a un amplio halo de hemolisis
incompleta alrededor de las colonias, y una reactividad CAMP con R. equi morfolégicamente
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idéntica -en forma de pala- (véase Fig. 3.1.1). Un detallado andlisis comparativo entre 44/2 y
otro mutante de L. ivanovii procedente del mismo banco obtenido con el Tn1545, denominado
8/6 y que fue igualmente seleccionado por su fenotipo débilmente hemolitico, permitié aclarar
nuestras dudas acerca de la posible relacion de la proteina de 27 kDa y la SMasa. En el
mutante 8/6, todos los genes PrfA-dependientes se encontraban silenciados debido a la
insercion del transposén en el gen i-prfA. Asi, 8/6 tenia abolida la expresién de la hemolisina
ILO y la lecitinasa (los productos génicos de los genes PrfA-dependientes hly y plcB) y no
utilizaba las hexosas fosfato (un caracter igualmente PrfA-dependiente). En 8/6, la proteina de
27 kDa también estaba ausente (sugiriendo expresion dependiente respecto de PrfA) pero sin
embargo todavia seguia produciendo un efecto CAMP y una actividad SMasa idénticos a los de
la cepa silvestre parental. Con estos resultados quedaba claro pues que la proteina de 27 kDa
no tenia nada que ver con la SMasa. La no relacion de ambas proteinas fue confirmada
definitivamente mediante una busqueda de homologias realizada un tiempo después, en la que
pudimos comprobar que la secuencia N-terminal publicada para la proteina de 27 kDa
presentaba un alto grado de similitud con el extremo N-terminal de InIB de L. monocytogenes
(véase Fig. 3.1.1 y 129). De esta forma, detectdbamos por primera vez la presencia de un
miembro de la familia multigénica de internalinas en L. ivanovii. Este hallazgo nos condujo a la
identificacion, en un trabajo realizado en colaboracién con el grupo de la Universidad de
Wirzburg, de la internalina secretada PrfA-dependiente, i-InlE (144).

Asi pues, nos encontrdbamos con dos caracteres que, aunque exhibiendo una
regulacion diferencial respecto de PrfA, resultaban ambos abolidos por la mutacion presente en
44/2. Este efecto pleiotropico nos condujo a considerar dos posibles explicaciones para el
fenotipo del mutante: i) los determinantes genéticos de la SMasa y la proteina de 27 kDa se
encontrarian en la misma region cromosémica y su expresion resultaria abolida por un efecto
polar creado por el transposon al insertarse en esa zona del cromosoma; ii) el transposoén
podria haberse insertado en un elemento regulador que controla la expresién de ambos
determinantes genéticos.

Con el fin de caracterizar la base genética responsable del fenotipo de 44/2, clonamos
la regién de insercidn del transposoén utilizando el gen de resistencia a la kanamicina presente
en Tn1545 como sistema de seleccién positiva. De esta forma logramos aislar un pequefio
fragmento flanqueante del cromosoma de L. ivanovii. Dicho fragmento fue utilizado como base
para rescatar la region de insercién a partir de la cepa parental. La caracterizacion de esta
region, abarcando un fragmento de DNA de 7,02 kb, permitié descartar definitivamente como
explicacion del fenotipo de 44/2 el que el transposén hubiese afectado a un locus conteniendo
los genes estructurales de la SMasa y la proteina de 27 kDa, ya que no encontramos ninguna
secuencia susceptible de codificar ninguna de estas proteinas. Quedaba por tanto una
explicacion basada en la inactivacion de un elemento genético requerido para la expresion de
ambas proteinas. En linea con esta hipétesis, encontramos que la insercién del transposoén
habia ocurrido en una zona intergénica situada 582 pb corriente arriba de una ORF que
codificaba una proteina reguladora de la familia LysR (LTTR). Esta proteina, a la que
denominamos LyrA (y IyrA a su gen codificante) (de L. ivanovii lysR-type regulator A), es el
primer miembro de esta familia de reguladores transcripcionales descrito en el género Listeria.

Los miembros de la familia LTTR suelen actuar como activadores transcripcionales y
comparten caracteristicas estructurales comunes, entre las que se incluyen un tamafio similar
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(30-35 kDa) y un alto grado de homologia en el extremo N-terminal, donde se encuentra el
motivo hélice-giro-hélice (HTH) implicado en la unién al DNA diana (233,489). El grado de
homologia es mucho mas reducido a nivel del extremo C-terminal y en la region central,
implicados en funciones especificas de cada regulador, como por ejemplo el reconocimiento
del coinductor, una pequefia molécula sefial requerida para la actividad transcripcional (489).
Las funciones controladas por los miembros de la familia LTTR son muy diversas, incluyendo la
biosintesis de amino acidos, el transporte de hierro, la resistencia a antibiéticos o la propia
virulencia (227,297,507).

Los LTTRs se unen por su dominio HTH a las zonas promotoras de los genes
sometidos a su control mediante una secuencia diana compuesta por pequefias repeticiones
invertidas de 15 bp. Estas secuencias presentan un motivo conservado T-Nj;-A centrado
generalmente alrededor de la posiciébn —65 con respecto al inicio de la transcripcién de los
genes regulados. Es muy posible que el hecho de que se mantenga la estructura del motivo T-
N:-A esté relacionado con la conservacion del dominio HTH en las proteinas reguladoras tipo
LysR (193). Ya hemos sefialado anteriormente que durante la ejecucion del presente trabajo se
logré aislar, empleando una estrategia de clonaje basada en PCR con oligonucleétidos
degenerados, el gen i-inlE codificante de la proteina de 27 kDa. Utilizando la misma estrategia
y también durante la ejecucién de este trabajo de tesis, logramos identificar en nuestro
laboratorio el gen estructural de la SMasa de L. ivanovii, smcL. El examen de las presuntas
regiones promotoras de i-inlE y smcL nos permitié localizar secuencias perfectamente
compatibles con cajas consenso para la unién de un regulador tipo LysR. Todas estas
evidencias, tomadas en conjunto, nos hicieron considerar como hip6tesis de trabajo el que
fuese una alteracion de la expresién de IyrA, inducida por la insercion del transposoén corriente
arriba, la responsable del fenotipo de 44/2 (véase la Fig. 3.1.6).

Para contrastar la anterior hip6tesis y comprobar el posible papel de LyrA como
activador transcripcional de smcL e i-inlE, utilizamos tres aproximaciones experimentales
distintas. En primer lugar, realizamos un analisis transcripcional de los genes de la region de
insercion del transposén. Era evidente que si la insercién del transposon era responsable del
fenotipo en 44/2 por crear un efecto polar sobre la expresion de lyrA, no debia existir en este
mutante transcripcion de dicho gen ni de la orfl que le precede (véase Fig. 3.1.6). El andlisis
transcripcional de 44/2 confirmé la ausencia de expresion de smcL e i-inlE pero, sin embargo,
no revel6 efecto alguno sobre los niveles de expresién de lyrA ni de ninguno de los genes de la
region. En segundo lugar, tratamos de trans-complementar el mutante 44/2 con un plasmido
conteniendo el gen IyrA tanto en construccién monocistrénica como en compafiia de la orfl. La
l6gica de este andlisis era que si IyrA estaba efectivamente implicado en la activacion
transcripcional de smcL e i-inlE, con la introduccién de IyrA en 44/2 deberiamos obtener una
reversion del fenotipo hacia niveles de expresion de la actividad SMasa y de la proteina de 27
kDa similares a los observados en la cepa silvestre. Este analisis tampoco arrojé un resultado
positivo. Finalmente, como aproximacion definitiva produjimos una delecién del gen IyrA en
L. ivanovii. Esta mutacion deberia reproducir el fenotipo de 44/2 en el caso de que IyrA
controlara la expresion de smcL e i-inlE. El resultado fue de nuevo negativo. La conclusién no
podia ser otra mas que lyrA realmente no ejercia efecto alguno sobre la expresion de smcL e i-
inlE y, lo que era mas importante, que la insercién del transposén no tenia nada que ver con el
fenotipo de 44/2. Esta conclusion concuerda perfectamente con el hecho de que toda la region
del locus IyrA se encuentra perfectamente conservada en L. monocytogenes, lo cual no seria
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de esperar en el caso de que LyrA hubiese sido un regulador de smcL y i-inlE, ya que se trata
de dos genes presentes exclusivamente en L. ivanovii (144,196). La perfecta conservacion del
locus IyrA completo en L. monocytogenes y L. innocua asi como la presencia de sus distintos
componentes -con una estructura genética similar- en B. subtilis, sugieren para el gen IyrA una
funcién housekeeping. Cualquiera que sea esta funcién, por el momento desconocida, esta
claro que el producto de IyrA no es esencial para Listeria ya que hemos podido comprobar que
su ausencia no afecta al crecimiento bacteriano ni en medio rico ni en el ambiente hostil de los
tejidos del hospedador infectado.

Asi, la Unica explicacién plausible que queda para el fenotipo de 44/2 es que éste es el
resultado de una mutacién espontanea ocurrida en algun lugar desconocido del cromosoma de
L. ivanovii, que afecta a la expresion de, al menos, los genes smcL e i-inlE y que se selecciono
durante el proceso de escrutinio del banco de mutantes de transposicion en placas de agar
sangre siguiendo el criterio de "débil actividad hemolitica".
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3.2. Aislamiento y caracterizacion de
mutantes espontaneos de L. ivanovii con
fenotipo hemolitico alterado.
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3.2.1. Introduccion.

A lo largo del anterior capitulo hemos caracterizado un mutante de L ivanovii obtenido por
transposicién, 44/2, que habia dejado de producir al menos dos potenciales factores de
virulencia (una esfingomielinasa y una internalina pequefia secretada) y que fue seleccionado
por su fenotipo débilmente hemolitico. Los analisis genéticos practicados en 44/2 nos llevaron a
concluir que el fenotipo de este mutante no se debia a la insercidon del transposén sino que
obedecia a una mutaciéon espontanea no relacionada con el evento de transposicién. De ser
correcta esta interpretacién, deberia ser posible volver a obtener un mutante con el mismo
fenotipo que 44/2 utilizando los mismos criterios de seleccion y sin la participacion del elemento
movil. En este capitulo describimos la obtencion y caracterizacion de distintas variedades de
mutantes de fenotipo débilmente hemolitico a partir de L. ivanovii, entre los cuales hemos
podido identificar un tipo que reproduce enteramente las caracteristicas de 44/2. Trabajando
con estos mutantes, en este capitulo hemos logrado identificar la naturaleza del defecto
genético de 44/2.

3.2.2. Resultados.

3.2.2.1. Identificacion de variantes hemoliticas de L. ivanovii.

Partiendo de la cepa ATCC 19119", aproximadamente 5x10* colonias fueron analizadas en
placas de agar sangre durante dos meses para aislar variantes alteradas en su fenotipo
hemolitico. Nuestra prolongada experiencia con L. ivanovii nos ha permitido observar que
ciertas condiciones de cultivo in vitro, como una permanencia prolongada en placas de ASO o
la exposicion a temperatura elevada, favorecen la aparicion de colonias con fenotipo hemolitico
alterado. Ante la posibilidad de que la mutacién que buscabamos pudiese estar influida por las
condiciones de manipulacion en el laboratorio, para aumentar la probabilidad de su aislamiento
utilizamos cuatro protocolos distintos:

A) Incubacién a temperatura Optima (37°C) y permanencia prolongada en fase
exponencial de crecimiento mediante subcultivos periédicos antes de alcanzar la fase
estacionaria (cada 8 h).

B) Incubacién a temperatura sub6ptima (30°C) y subcultivo periédico inmediatamente
tras la transicién a fase estacionaria (cada 12 horas).

C) Incubacion a la maxima temperatura de crecimiento para L. ivanovii (41,5°C,
previamente determinada experimentalmente por nosotros) y subcultivo tras permanencia

prolongada en fase estacionaria (cada 48 h) en las mismas condiciones.

D) Permanencia prolongada (1 mes) en fase estacionaria en condiciones de estrés
térmico (41,5°C).
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En todos los casos se emple6 como medio de cultivo el BHI. A partir de estos cultivos
se sembraron diariamente diluciones apropiadas en placas de agar sangre de oveja (ASO), que
se incubaron a 41,5°C durante 48 6 72 horas en los procedimientos Ay By a 37°C durante 24-
36 horas en los restantes. Las diluciones se ajustaron para obtener un ndmero optimo de
unidades formadoras de colonias (UFCs) por placa comprendido entre 150 y 200 UFCs, que
permitia claramente la identificacion de variantes en el fenotipo hemolitico.

Figura 3.2.1. Variantes hemoliticas obtenidas tras someter a diversas condiciones de estrés térmico y
prolongada fase estacionaria de crecimiento a L. lvanovii.

A. Heterogeneidad de fenotipos hemoliticos presentados por L. ivanovii después de haber sido cultivada
durante 7 dias a 41,5°C.

B. Obtencién de la variante esgonténea débilmente hemolitica M4, mediante siembra sobre una placa de
agar sangre de la dilucion 10™*® de un cultivo mantenido durante 9 dias a 41,5°C.
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En todos los procedimientos, salvo en el caso del protocolo A, en algunas ocasiones se
obtuvieron, en los cultivos primarios en ASO, un gran numero de variantes de fenotipo
hemolitico con distintos grados de reduccion en la actividad hemolitica (Fig. 3.2.1). Estas
variantes coloniales revertian, sin embargo, al fenotipo silvestre tan pronto como eran
subcultivadas en ASO a 37°C. Sdlo cinco colonias, aisladas siguiendo los procedimientos A
(variantes IN-1 y NH-1), B (variante GD-1) y D (variantes GD-3 y M4), mantuvieron de forma
estable unas caracteristicas hemoliticas alteradas.

IN-1 se identificé en el décimo subcultivo y NH-1 fue aislado a partir de las colonias de
IN-1 durante los subcultivos periédicos a que fue sometido en ASO a 37°C para la
comprobacién de su estabilidad fenotipica. GD-1 fue obtenida en el sexto subcultivo. Las
variantes GD-3 y M4 se obtuvieron en dos experimentos independientes, tras 3 y 9 dias
respectivamente, de permanencia a 41,5°C.

3.2.2.2. Clasificacion de las variantes.

La actividad hemolitica de L. ivanovii resulta principalmente de la accion sobre las membranas
de los eritrocitos de la hemolisina, ILO, y la SMasa, SmcL. Existen otros dos factores
membranoliticos en Listeria que también pueden contribuir a la actividad hemolitica, PICA vy,
especialmente PIcB, aunque su papel es sélo accesorio. A esta actividad litica contribuyen
también las fosfolipasas PICA y, especialmente, PIcB, aunque soélo de forma accesoria. La
actividad ILO se traduce en un estrecho halo de lisis circunscrito al perimetro de las colonias
bacterianas mientras que la actividad de SmcL se manifiesta en forma de amplio halo de
hemolisis incompleta que se extiende alrededor del primero, dando lugar al ya mencionado
efecto litico bizonal que caracteriza a L. ivanovii. SmcL, ademas, es responsable del efecto
CAMP en forma de pala con R. equi (196,300,470,571) (véase capitulo anterior). La actividad
de PIcB, por otro lado, se puede detectar facilmente en placas de agar yema de huevo a través
del halo de opacidad que aparece alrededor del crecimiento bacteriano como resultado de la
degradacion de la lecitina y consecuente precipitaciéon de los acidos grasos del fosfolipido. La
expresion de ILO y PlcB depende estrechamente del activador transcripcional PrfA, de tal
forma que estos factores membranoliticos estan ausentes en un mutante prfA. SmcL, en
cambio, es totalmente independiente de PrfA y un mutante deficiente en este regulador
produce el enzima a los mismos niveles que la cepa silvestre.

Para clasificar las variantes obtenidas y caracterizar de forma preliminar la posible base
molecular de su defecto, estudiamos la produccion de ILO, SmcL y PIcB. Para ello utilizamos
tanto los marcadores morfolégicos indirectos anteriormente mencionados como
determinaciones especificas para los mismos. Estas determinaciones consistieron en la
deteccidn, en el sobrenadante de cultivo, de la hemolisina, (mediante Western blot con anti-
ILO), y de las actividades SMasa y lecitinasa, (mediante la deteccién de sus correspondientes
productos de reaccion a través de ensayos ad hoc: véase seccidon de Material y Métodos). El
analisis de las variantes se completé con el estudio de los perfiles de proteinas del
sobrenadante de cultivo (SC), realizado principalmente con el fin de detectar la produccién de
la proteina PrfA-dependiente de 27, kDa i-InlE, ausente en el mutante 44/2.
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Los resultados de estos andlisis aparecen en las Figs. 3.2.2 a 3.2.5 asi como en la
Tabla 3.2.1. En virtud de estos resultados, hemos clasificado a las variantes fenotipicas en
cuatro categorias o tipos distintos, designados | a IV.

Clase |. Esta clase se ha definido para la variante M4, que muestra una alteracion pleitrpica
consistente en una drastica reduccién en la produccion de las actividades hemolitica y
lecitinasa pero manteniendo un patron analogo al de la cepa silvestre en lo que respecta a los
marcadores asociados a SmcL (actividad SMasa y efecto CAMP en forma de pala). Este patron
era compatible con una alteracién en el regulador PrfA. Para comprobar esta posibilidad,
investigamos si otro caracter dependiente de PrfA, como es la utilizacion de G-1-P, también
estaba afectado. Observamos un retraso muy considerable en la utilizacién de dicho azucar, no
asociado a una disminucion general en la capacidad de crecimiento de M4 con respecto a la
cepa parental (Fig. 3.2.6), lo cual afianzaba la hipotesis de que, efectivamente, esta variante
era deficiente en PrfA. Esta posibilidad era igualmente sugerida por la ausencia en el
sobrenadante de cultivo de la proteina i-InlE (Fig. 3.2.4 y Tabla 3.2.1), cuya expresion ya
demostramos que es también PrfA-dependiente (véase capitulo anterior).

Para determinar si el fenotipo de M4 se debia realmente a una alteracion en PrfA,
amplificamos y secuenciamos el gen regulador (incluyendo su region promotora) y lo
comparamos con el de la cepa silvestre, ATCC 19119. Las reacciones de PCR se realizaron
por duplicado a partir de DNA cromosémico, utilizando una Tag polimerasa de alta fidelidad
para evitar introducir errores en las amplificaciones (véase Material y Métodos, apartado 4.11).
Pudimos comprobar que existia una mutacién puntual en prfA de M4 consistente en la delecidn
de una A en la posicion 649 a partir del ATG de iniciacién de la traduccién (triplete 216). Esta
mutacion producia un cambio en la fase de lectura, dando lugar a una proteina PrfA mutante 11
residuos mas corta y cuyos ultimos 10 aa eran nuevos (216-LPLNLTLGSI-226) (Fig. 3.2.7).
Esta modificacién era suficiente para explicar la alteracién fenotipica dependiente de PrfA.

Un mutante AprfA puede ser complementado en trans con prfA clonado en un plasmido
multicopia (143,144). Con el fin de analizar de forma directa si la mutacién presente en el alelo
M4 de prfA (prfAM4) es realmente la responsable del fenotipo de clase I, introdujimos tanto
prfAM4 como el alelo silvestre clonados en el vector bifuncional pHP59 (223) (véase apartado
4.11 de Materiales y Métodos) en un mutante AprfA asi como en M4. El fenotipo de las
bacterias complementadas se analizé utilizando los criterios arriba descritos para la
caracterizacion de las variantes. La introduccion del alelo prfA restauré el fenotipo silvestre en
M4, descartando la implicacién de una mutacién secundaria en el origen del fenotipo de clase I.
Por otro lado, el alelo prfAM4 confiri6 a AprfA un fenotipo similar a M4. Estos resultados
permitieron confirmar la deficiencia funcional de la proteina PrfA mutante.

Al comparar el fenotipo de M4 con el del mutante AprfA de L. ivanovii (144), en el que la
expresion PrfA-dependiente esta totalmente impedida debido a la ausencia del regulador,
observamos que si bien ambas cepas no expresaban actividad lecitinasa, en placas de ASO
los niveles de actividad hemolitica de M4 eran superiores a los de AprfA (Fig. 3.2.2). Mediante
electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE), el perfil de las proteinas
precipitadas del SC no nos permitié detectar presencia de ILO. No obstante, corroborando
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nuestros resultados en placa, mediante Western immunoblotting comprobamos que, aunque a
un nivel muy bajo, habia produccion de ILO (Fig. 3.2.4). Esta produccion no fue detectada
utilizando la misma técnica en el caso del mutante AprfA.

La produccion residual de ILO por parte de M4 y el retraso en la utilizacion de la G-1-P, pero no
la incapacidad total de utilizacién de dicho aztUcar como en el caso del mutante AprfA (Tabla
3.2.1), indican una actividad residual de la proteina reguladora sintetizada a partir del alelo
prfAM4. Esta

A B

Figura 3.2.2. Actividades hemolitica y lecitinasa en agar sangre (panel A) y agar yema de huevo (panel
B) de las variantes débilmente hemoliticas y sus correspondientes trans complementaciones con los
alelos silvestres y mutados de prfA. En medio sélido las actividades se han valorado
semicuantitativamente con la siguiente escala:-, reaccién negativa; + a ++++, distintas intensidades de
reaccioén positiva.

1, Mutante AprfA trans complementado con el alelo prfAM4 (pHM4); 2, variante M4 perteneciente a la
clase I; 5, variante M4 trans complementado con el alelo salvaje prfA; 3, mutante AprfA; 6, AprfA trans
complementado con el alelo salvaje de prfA (144); 4, L. ivanovii® (WT); 7, mutante Ai-inlE (148); 8, mutante
en smcL, smcL::QKm (196); 12, GD-3 perteneciente a la clase 1V; 9 variante IN-1 perteneciente a la clase
II; 13, IN-1 complementado con el alelo silvestre prfA; 14, mutante AprfA (144) trans complementado con
el alelo prfA mutado de NH-1 (pHNH-1); 10 se corresponde con la variante NH-1 perteneciente a la clase
Ill; 15, variante NH-1 complementada en trans con el alelo salvaje prfA (pHprfA) y 11 L. ivanovii' (WT).
WT, representa el fenotipo caracterizado por un fuerte doble halo de B-hemodlisis. El halo interno se
corresponde con una hemodlisis total y el halo externo con una hemolisis incompleta (véase apartados
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1.2.1 y 3.2.1). AprfA, su fenotipo se corresponde con una pérdida casi total de hemolisis completa (+) y
con un doble halo de hemodlisis incompleta inalterado. M4 y AprfA+pHM4, sus fenotipos se corresponden
con un disminucién drastica de hemdlisis total (++) y un halo de hemdlisis incompleta inalterado. NH-1,
exhibe una disminucién casi total de su fenotipo hemolitico correspondiente al halo de hemodlisis total (+),
presentando una disminucion a la mitad de del halo externo de hemolisis incompleta (+). IN-1 y NH-
1+pHprfA, se corresponden con una disminucién en el doble halo de hemdlisis tanto del halo externo de
hemodlisis incompleta (+) como del halo de hemdlisis completa (+++). GD-3/smcL::QQKm, se corresponden
con el fenotipo caracterizado por presentar un débil halo de hemdlisis completa (+) y la pérdida del doble
halo de hemdlisis incompleta (-). Las actividades lecitinasas se manifiestan por la presencia de halos de
opacidad alrededor de las estrias de crecimiento bacteriano. Se corresponden exactamente con un patrén
salvaje o alterado de la expresion PrfA dependiente.

actividad residual seria suficiente para inducir bajos niveles de expresién del promotor de hly,

cuya caja PrfA es perfecta y por tanto altamente sensible a la activacion por PrfA, pero
insuficiente para inducir la expresién a partir del promotor Pmpl del operén mpl-actA-picB,
responsable de la produccién de la actividad lecitinasa y cuya caja PrfA contiene un
desapareamiento, requiriendo por tanto niveles superiores de de regulador funcional para su
activacion (véase apartado 1.3.3 y Fig. 1.2).

En conclusion, hemos determinado que el fenotipo de clase | se debe a una mutacién
puntual en prfA que da lugar a la sintesis de una proteina reguladora alterada, con una funcién
transcripcional muy reducida pero no totalmente anulada.

Figura 3.2.3. Reacciones de hemodlisis sinérgica (test de CAMP) de las variantes débilmente
hemoliticas (estrias horizontales) con R. equi (estrias verticales).

1, M4+pHprfA; 2, AprfA+pHM4; 3, AprfA+pHprfA; 4, M4; 5, AprfA; 6, L. ivanovii ATCC 19119T(WT); 7, Ai-
inlE; 8, smcL::QKm; 9, IN-1+pHprfA; 10 AprfA + pHNH-1; 11, NH-1+pHprfA; 12, GD-3; 13, IN-1; 14, NH-1
y 15, L. ivanovii ATCC 19119T(WT). Se ha empleado la cepa MAD (470) hiperproductora de colesterol
oxidasa para de R. equi.

Se pueden observar las tres formas diferentes de efecto CAMP descritas en la tabla 3.2.1 y en el texto. (i)
Pala grande: caracteristica del efecto CAMP que exhiben aquellas cepas que presentan un patron de
produccién no alterado de actividad SMasa dependiente exclusivamente de SmcL (véase texto)
representado por WT (6 y 15), Ai-inlE (7), M4 (4) y AprfA (5). (ii) Pala pequefia: caracteristica de un efecto
CAMP que se corresponde con una produccion disminuida a la mitad de la actividad SMasa dependiente
de SmcL (véase tabla 3.2.1 y texto). Se presenta en las variantes NH-1 (14), IN-1 (3) y sus
complementaciones con prfA (9 y 10). (iii) Efecto en forma de cerilla andlogo al presentado por
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L. monocytogenes: se corresponde con una falta total de actividad SMasa dependiente de SmcL
caracteristica de los mutantes pertenecientes a la clase IV como GD-3 (12) y al mutante smcL::QKm (8)
(utilizado como control de una cepa incapaz de producir SmcL por presentar una insercion en smcL

(196)).

Tabla 3.2.1. Propiedades de los mutantes débilmente hemoliticos

DESPUES DE LA BIBLIOGRAFIA.
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Figura 3.2.4. al final de la bibliografia

Figura 3.2.4. SDS-PAGE y Western immunoblot con anti-ILO de los SC del inicio de la fase exponencial
precipitados con TCA.

A. Una misma cantidad correspondiente a 800 ul de SC precipitado con TCA ha sido cargada en cada
carril y SDS-PAGE en un 12% de acrilamida. La posicién de ILO (58kDa) e i-InlE (27kDa) esta indicada
mediante flechas horizontales. Se observa una ausencia en la produccion de ILO en todos los mutantes
tanto deficientes (M4) como impedidos (NH-1, AprfA) en la expresion PrfA-dependiente. Debida a la gran
cantidad de proteina no se aprecian practicamente diferencias en la produccion de i-InlE en el mutante IN-
1. La produccién de i-InlE estd ausente en todos los mutantes con un fondo genético deficiente o
impedido en prfA (M4, NH-1, AprfA), un mutante Ai-inlE y la variante perteneciente a la clase IV (GD-3).
Aunque en el mutante Ai-inlE se aprecia claramente una débil banda de 27kDa, no se corresponde con
SmcL como se ha propuesto (144) ya que, no se detecta en aquellos mutantes con un fondo genético
deficiente o alterado en prfA y, por tanto, una ausencia en la expresion de i-inlE aunque la expresion de
smcL sigue estando inalterada.

B. Western immunoblot con anti-ILO de las proteinas mostradas en A. Se observa una misma cantidad de
ILO producida en los mutantes con fenotipo hemolitico alterado independiente de PrfA. Debida a la mayor
sensibilidad se puede apreciar, que en el mutante M4 y la complementacion de AprfA con el alelo mutado
prfAM4 existe una pequefia produccién de ILO (estan sefialadas mediante dos flechas horizontales),
corroborando los resultados observados previamente en placas de ASO en los que M4 y AprfA+pHM4
presentan una hemolisis ligeramente superior a los mutantes PrfA-impedidos (NH-1, AprfA).
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Figura 3.2.5. SDS-PAGE de concentraciones diluidas de las proteinas de SC mostradas en la Fig 3.2.4.
Asi, se pueden observar diferencias en el patron de produccion de i-InlE entre los distintos mutantes. Una
reduccién del 50% en la produccion de i-InlE se observa en el mutante IN-1 y en NH-1+pHiprfA. Aunque el
mismo volumen de SC precipitado fue cargado en cada carril, el calculo de la cantidad de i-InlE ha sido
normalizada con la cantidad de proteina de cada carril. La cuantificacion y la normalizacion de i-InlE se ha
realizado mediante el software del Gel Doc 1000 system de Bio-Rad.

Clase Il. En esta clase se encuadra la variante IN-1. Aungque muestra una disminucion
significativa en la actividad hemolitica (Fig. 3.2.2), a diferencia del anterior, no manifiesta
alteraciones en el patrén de expresion de los caracteres dependientes de PrfA (ILO, PIcB,
utilizacion de G-1-P y produccidn de i-InlE). En este tipo, la reduccion de la actividad hemolitica
esta asociada con una disminucién del halo de hemdlisis incompleta atribuible a SmcL. Ello a
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su vez se correlaciona con una disminucion del 50% en la actividad SMasa liberada al SC
(Tabla 3.2.1) y una reaccion sinérgica con R. equi de menor en la que la caracteristica pala
aparece con un menor tamafio (Fig. 3.2.3).

Del andlisis por SDS-PAGE de las proteinas del SC cabe resaltar como la produccion
de i-Inlg, pero no la de ILO, se encuentra reducida en un 50% (Figs. 3.2.4 y 3.2.5). Esto indica
una disminucion coordinada, independiente del control ejercido por PrfA, en la expresién de i-
inlE y smcL. Comprobamos que las curvas de crecimiento de la variante IN-1 y ATCC 19119"
eran idénticas y que por lo tanto las diferencias fenotipicas observadas no estaban
relacionadas con alteraciones en la capacidad de multiplicacién (Fig. 3.2.6).

Horas

Horas

Figura. 3.2.6. Curvas de crecimiento de las variantes débilmente hemoliticas cultivadas en BHI
a 37°C. La densidad éptica se midié6 a 600 nm. Las curvas de crecimiento en los distintos
variantes son practicamente superponibles con respecto a la cepa parental de L. ivanovii ATCC
19119, indicando que las diferencias observadas en el patrén de produccién de los distintos
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factores de virulencia observados no se debe a una diferencia en su cinética de crecimiento. En
la grafica de la parte superior se comparan las variantes que no presentan una alteracion en el
patrén de regulacion dependiente de PrfA. En la gréfica de la parte inferior se comparan las
variantes que presentan un patrén de expresion dependiente de PrfA alterado junto con un
mutante en prfA derivado de la cepa tipo de L. ivanovii.

Ya hemos comentado en el capitulo anterior que paralelamente a este estudio
logramos identificar los determinantes genéticos responsables de la produccién de i-InlE (144)
y SmcL (196). Dichos genes, i-inlE y smcL, se encuentran en la misma regién cromosémica
(véase siguiente capitulo) y se transcriben de forma divergente, estando separados por un
tercer gen, i-inlF, transcrito en la misma direccion que i-inlE y que, al igual que este Gltimo,
codifica una internalina secretada de pequefio tamafio. Hemos determinado que los tres genes
se transcriben principalmente de forma monocistrénica (véase Fig. 3.1.7 y ref. 144). Sin
embargo, i-inlF e i-inlE pueden también expresarse, alternativamente, a partir de un transcrito
bicistrénico, el cual es mucho més tenue (148).

Aungue fisicamente en la misma region, i-inlE y smcL presentan un patrén de
regulacion diferente. Mientras i-inlE se ha descrito como estrictamente dependiente de PrfA
(144), la expresiéon de smcL es, como ya hemos sefialado antes, independiente del regulador
central de la virulencia de Listeria (196,300,470). A pesar de esta regulacion diferencial, la
produccién de i-InlE y SmcL en el variante IN-1 se caracteriza por mostrar una reduccion
coordinada en la que no participa PrfA. Existirian dos posibilidades para explicar este defecto
concomitante en la expresion de i-inlE y smcL:

(i) Presencia de una alteracién en la zona intergénica entre smcL y el locus i-inlFE, que
afectaria a las zonas promotoras de dichos determinantes y que afectaria de forma similar a su
expresion. Para analizar esta posibilidad, amplificamos por PCR y secuenciamos las regiones
intergénicas entre i-inlF e i-inlE y entre smcL e i-inlF en el variante IN-1 y en la cepa parental. Al
comparar las secuencias comprobamos que existia una diferencia en la zona intergénica
smclL/i-inlF de ambas cepas consistente en la ausencia en IN-1 de una A en la posicién —210
con respecto al inicio de la transcripcion de i-inlF y —62 con respecto al triplete de inicio de la
traduccion de smcL. Aunque esta mutacion podria a priori afectar a la expresion de smcL y del
(débil) transcrito bicistrénico i-inlEF, la significacion de la misma en cuanto a posible causa del
fenotipo de IN-1 queda cuestionada por el hecho de que i-inlF e i-inlE se transcriben, como
hemos sefialado, fundamentalmente de forma monocistronica. Asi, la mutacién no tendria por
qué afectar a la expresién de i-inlg, salvo en el caso de que ejerciese un fuerte efecto cis
corriente abajo por un mecanismo indeterminado.

(i) Existencia de un regulador no identificado que controlaria la expresion de smcL e i-

inlE y cuya funcionalidad (o expresion) se habria visto alterada por una mutacién espontanea.

Clase lll. El variante de este tipo fue aislado a partir de un subcultivo de IN-1. Ademas
de las caracteristicas del fenotipo de clase Il, presenta una pérdida total de los caracteres PrfA-
dependientes (Tabla 3.2.1 y Fig. 3.2.2 y 3.2.3). Asi, no se detecto en el perfil SDS-PAGE del
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SC la presencia de la banda de 27 kDa de i-InlE, ni de ILO mediante Western immunobloting
(Fig. 3.2.5). En lo que se refiere a esta toxina, el fenotipo del variante NH-1 se diferencia del
manifestado por el mutante PrfA-deficiente M4 (clase ), en donde la produccién de ILO no se
encuentra totalmente abolida. Se parecia, en cambio, al del mutante AprfA, que no produce
cantidades detectables de la hemolisina (Fig. 3.2.4).

Para determinar si existia en NH-1 algin tipo de alteracién en prfA, amplificamos
mediante PCR y secuenciamos el locus siguiendo una estrategia similar a la descrita para M4.
Una alteracion en este locus fue puesta inmediatamente de manifiesto al comprobar el tamafio
del producto amplificado, el cual era significativamente mas pequefio que el de la cepa silvestre
parental. El andlisis de la secuencia del alelo mutado prfANH-1 demostré la existencia de una
delecion en fase de 395 nts, entre la posicion 410 a la 805. Al analizar la secuencia de prfA
pudimos identificar la presencia de una repeticion directa con la secuencia 5-ATGGGAA-3’
coincidiendo con los extremos de la zona delecionada, quedando una sola copia de la misma
en el alelo mutado. Es muy posible por tanto que la mutaciéon en prfANH-1 haya sido debida a
la delecion espontanea por un mecanismo de recombinacion homodloga del fragmento
comprendido entre ambas unidades de la repeticion. La proteina resultante es un PrfA truncado
de 163 aa, con 22 aa nuevos en su extremo C-terminal y del que esta ausente el motivo de
unién al DNA (Fig. 3.2.7). Esto seria suficiente para explicar la total ausencia de expresion
PrfA-dependiente en NH-1.

Para confirmar el defecto funcional de la proteina PrfA truncada de NH-1, realizamos
ensayos de trans complementacién con los alelos silvestre y prfANH-1 utilizando el vector
pHPS9 (véase Material y Métodos). La introduccion del alelo mutante no produjo ningun efecto
sobre el fenotipo de AprfA (Figs. 3.2.2 y 3.2.3). En cambio, la complementacion de NH-1 con
prfA silvestre hizo que este mutante readquiriese el fenotipo clase Il de su cepa parental, IN-1.
Estos resultados confirmaron de forma directa la completa afuncionalidad de la proteina PrfA
mutante sintetizada a partir del alelo delecionado prfANH-1 y demostraron que NH-1 tiene dos
mutaciones independientes, una de ellas la presente en su cepa parental, todavia por
caracterizar genéticamente, y la otra en PrfA, contribuyendo ambas de forma acumulativa al
fenotipo débilmente hemolitico de esta clase de mutante.

Resulta interesante constatar que, a pesar de que la actividad SMasa que presenta
NH-1 es ligeramente inferior a la que muestra IN-1, sus efectos CAMP exhiben la misma forma
de pala pequefia (véase Tabla 3.2.1 y Figs. 3.2.2 y 3.2.3). Por otro lado, un mutante AprfA, y
por tanto impedido en la expresién de plcB (314), presenta una reduccién en su actividad
SMasa (Tabla 3.2.1) a pesar de exhibir un patron silvestre de expresion de smcL (196). Estas
observaciones encuentran una explicacién en el hecho de que la fosfolipasa PlcB, de amplio
rango de sustrato, tiene cierta actividad sobre la esfingomielina (182,196,561). Dado que NH-1
e IN-1 se diferencian en la expresion PrfA-dependiente — y por ende en la produccion de PIcB —
pero mantienen un efecto CAMP de morfologia e intensidad idénticas, podemos concluir que la
reaccion de hemodlisis sinérgica con R. equi depende exclusivamente de la actividad SMasa de
SmcL. Esto implica que no es solo la capacidad de desdoblar la esfingomielina sino otra
caracteristica propia de la molécula de SmcL, posiblemente relacionada con su capacidad de
interaccionar e insertarse en la bicapa lipidica de la membrana, la que influye sobre el
fenémeno litico.
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Clase IV. Este tipo de variante, representado por GD-1 y GD-3, presenta un patrén silvestre de
expresion PrfA-dependiente pero muestra una falta absoluta de actividad SMasa v,
concomitantemente, un efecto CAMP modificado en forma de cerilla, similar al que exhibe
L. monocytogenes en presencia de R. equi (161,470,488,534,569). Ademas, el analisis de los
perfiles proteicos del SC mediante SDS-PAGE revel6 la ausencia total de produccién de i-InlE
(Tabla 3.2.1 y Figs. 3.2.2 y 3.2.3). Al ser comparados con 44/2, encontramos que el patrén
fenotipico de dichas cepas variantes, obtenidas en experimentos independientes (véase mas
arriba), era absolutamente idéntico al del mutante previamente caracterizado (Tabla 3.2.1, Figs.
3.2.2 y 3.2.3 y capitulo anterior). Este hallazgo confirmaba que el fenotipo de 44/2 podria
obedecer a una mutacién espontanea reproducible en L. ivanovii.
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Figura 3.2.7. Esquema de las principales caracteristicas de organizacién de la estructura primaria de PrfA
comparado con los dos PrfA mutados. Alineamiento de las secuencias de sus extremos C-terminales.

B. Representacion de PrfA WT en el que se indica en su extremo C-Terminal el posible dominio HTH
(helix-turn-helix, se corresponde con la zona rayada) y el motivo de cremalleras de leucinas LZ (leucine
zipper, indicado por una zona punteada). Las dos repeticiones directas de secuencias de nucleétidos se
encuentran sefialadas por dos flechas horizontales.

A. Representacion de PrfA del mutante M4 (PrfAM4). La region resaltada por una zona con fondo gris
representa la secuencia nueva de PrfAM4, originada por el cambio en la fase de lectura producido por la
delecion de una A en su secuencia nucleotidica. La nueva secuencia de aminoacidos (representados por
cadigo uniletra, debajo) esté representada en la parte final del esquema de PrfA.

C. Esquema de PrfA del mutante NH (PrfANH-1). El nuevo extremo generado en PrfANH-1 esta
representado esquematicamente por un recuadro con fondo gris.

D. Alineamiento mltiple de las secuencias aminoacidicas de las proteinas mutantes PrfAM4, PrfANH-1,
PrfA8/6 y PrfAWT. Las posiciones de los residuos aminoacidicos y la nombres de cada proteina se indica
en el margen izquierdo. El dominio HTH y la cremallera de leucinas (LZ) se sefialan mediante segmentos.
Cabe destacar que la secuencia del gen prfA de la cepa silvestre ATCC 19119" determinada por nosotros
difiere de la anteriormente publicada para esta cepa por Lampidis et al. (314) en el nucledtido 527 donde
el cambio A—T produce la sustitucion Ph—Tyr del aminoacido 115 que se resalta con un asterisco.
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3.2.2.3. Caracterizacion genética del fenotipo variante de clase
V.

En la secciéon 3.1.2.4 mostramos que los transcritos especificos de smcL e i-inlE estan
totalmente ausentes en 44/2 (véase Fig. 3.1.7). En una primera aproximacion para comprender
el defecto genético asociado con la mutacién espontdnea presente en 44/2, GD-1 y GD-3,
decidimos analizar mediante PCR la estructura de la regiébn cromosémica donde se encuentran
los loci afectados. Para nuestra sorpresa, no logramos obtener productos de amplificacion para
los genes smcL e i-inlE en ninguno de los tres mutantes. Tampoco obtuvimos producto de PCR
para i-inlF, situado entre dichos genes, ni para el conjunto de la regién smcL/i-inlIFE utilizando
oligonucledtidos flanqueantes (véase apartado 3.3.1 y Fig. 3.3.1). Estos resultados nos
sugirieron la existencia de una delecién en la region que abarca los genes analizados. Para
comprobarlo, realizamos un Southern blot con DNA cromosdmico de la cepa silvestre y de los
tres mutantes, utilizando como sonda el gen smcL. Sélo se detect6 sefial de hibridacién en la
cepa silvestre (Fig. 3.3.1), indicando la ausencia de secuencias homélogas a smcL.

Con el fin de determinar la especificidad de la mutacion y la magnitud de la lesion
cromosOmica provocada por ésta, realizamos un analisis de macrorrestriccion del DNA
cromosémico de 44/2, GD-1 y GD-3 y de la cepa silvestre utilizando las enzimas Apal, y Smal y
electroforesis de campo pulsado. Con Apal, que genera tan sé6lo grandes fragmentos, en la
zona de discriminacién no se observaron diferencias. Con Smal, sin embargo, pudimos
observar una clara modificacion del perfil de macrorrestriccion, idéntica en los tres mutantes y
consistente en la aparicién de una banda de 284 kb y la desaparicion de una de 246 kb (Fig.
3.2.8). Estos resultados indican que la regidn delecionada abarca al menos un sitio Smal y que
su tamafio es considerable. La presencia en tres mutantes de igual fenotipo, obtenidos en
experimentos totalmente independientes, de una misma alteracion cromosémica asociada con
la delecion de varios loci, sugeria que el defecto genético obedecia a un evento especifico de
recombinacion.

De esta forma, lograbamos caracterizar por fin la base genética del fenotipo de 44/2: se

trataba de una delecién especifica, probablemente extensa y que ocurre en el cromosoma de
L. ivanovii de forma espontanea con cierta frecuencia.
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Figura 3.2.8. Perfiles de macrorrestriccion obtenidos mediante digestion con
Smal y electroforesis con campo pulsado de los DNA cromosémicos de WT y
los tres mutantes encuadrados en la Clase IV. En el lado izquierdo se indican
en kb el tamafio de las bandas del marcador de talla molecular. A la derecha se
resaltan con flechas las dos bandas que diferencian los perfiles, cuya talla se
sefala en kb a la derecha.
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3.2.3. Discusion.

El principal objetivo del presente estudio ha sido confirmar la existencia de una mutacion
espontanea como causa del fenotipo del mutante denominado 44/2, tratando de reproducirla en
condiciones controladas de laboratorio. Hemos logrado identificar dos mutantes, GD-1 y GD-3,
con caracteristicas fenotipicas idénticas a las de 44/2. La disponibilidad de estos mutantes y el
andlisis genético comparado con 44/2 nos ha permitido determinar la base molecular del
fenotipo alterado. Se trata de una delecion relativamente extensa del cromosoma de L. ivanovii
que abarca la regién donde se encuentran los genes cuyos caracteres estan ausentes en 44/2,
GD-1 y GD-3: smcL e i-inlE. El hecho de que hayamos sido capaces de obtener dos mutantes
en experimentos independientes, examinando tan sélo un total de 5x10* colonias, indica que la
mutacién ocurre con cierta frecuencia en L. ivanovii. En las tres cepas, esta mutacién esta
asociada con un mismo cambio en el perfil de macrorrestriccion del DNA cromosomico, lo que
parece indicar que la misma ocurre a través de un mecanismo genético especifico. Esta
mutacion nos ha conducido a la identificacion de un extenso locus cromosémico exclusivo de
L. ivanovii e implicado en la virulencia de esta especie (véase capitulo siguiente).

Para obtener estas mutaciones, hemos sometido a L. ivanovii a subcultivos periédicos y
examinado éstos regularmente para la deteccién de alteraciones en el fenotipo hemolitico. Se
emplearon cuatro protocolos distintos que incorporaban siempre, en alguna de las etapas,
condiciones de estrés asociadas con elevada temperatura y/o fase estacionaria. La razon de
elegir estas condiciones deriva de observaciones previas en las que pudimos constatar la
mayor frecuencia de aparicibn en L.ivanovii de fenotipos hemoliticos aberrantes tras
incubaciones prolongadas en condiciones disgenésicas. Precisamente, dos de los cinco
mutantes estables de fenotipo hemolitico alterado que identificamos en el presente estudio, M4
y GD-3, representando cada uno de ellos una mutacion distinta (clases |y 1V), fueron aislados
utilizando el protocolo D, que implicaba el mayor grado de estrés (permanencia prolongada en
fase estacionaria en condiciones de choque térmico). En cambio, no se aislé ningin mutante
utilizando el protocolo A, que, de los cuatro utilizados, era el que suponia para las bacterias
unas menores condiciones de estrés (subcultivo regular en fase exponencial a temperatura
Optima seguido de plaqueo a 41.5°C para el escrutinio del fenotipo hemolitico).

Una mayor frecuencia de aparicion de mutaciones asociada a situaciones de estrés es
un hecho bien conocido en bacterias. Este fendbmeno refleja un mecanismo basico de evolucién
a corto plazo por el cual las bacterias tratan de adaptarse a situaciones biolégicamente dificiles,
tales como las que representan el choque térmico, la exposicion a productos toxicos o la
escasez de nutrientes, a través de un incremento de la variabilidad genética. Mediante este
mecanismo, el azar hace que algin miembro de la poblacidon bacteriana expuesta al estrés
encuentre, bien sea por mutacién endégena o adquisicion de material genético exégeno, una
combinacién genética que facilite la adaptacién y supervivencia a las condiciones hostiles, las
cuales a su vez actian como elemento selector de la variacion (149,334).

Bajo esta Optica, no es dificil comprender el que se puedan seleccionar facilmente en el
laboratorio mutaciones que, como en nuestro caso, impliquen la pérdida de expresion de
factores de virulencia (278,333). Por definicion, estos factores de virulencia sélo son necesarios
para la colonizacién y proliferacion en los tejidos del hospedador animal y son, por tanto,
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totalmente superfluos para el crecimiento in vitro en medios de cultivo ricos (332). En estas
condiciones, y especialmente cuando concurren ademas situaciones de estrés que
comprometen la homeostasis, mutaciones que conlleven la pérdida de expresién de factores de
virulencia pueden suponer una ventaja selectiva para la bacteria ya que ésta se libera de la
carga de tener que expresar (y replicar, cuando se trata de una delecién) un material genético
que no le es indispensable, con el consiguiente ahorro energético cuyo coste puede ser
reinvertido en funciones vitales mas importantes en ese momento (332).

En este contexto, en L. ivanovii concurren ademas unas circunstancias que pueden
favorecer la seleccion de fenotipos asociados con un menor nivel de expresién de factores de
virulencia en condiciones comprometidas para la fisiologia bacteriana. Asi, la expresion PrfA-
dependiente se produce a maximos niveles en cuanto la bacteria detecta una temperatura
superior a 37°C (409). Esto no ocurre en L. monocytogenes, en donde ademas de la
temperatura, se requiere la deteccion de determinados factores derivados de la composicion
del medio de cultivo (24,45,123,329,377,424,466,469,538). Como consecuencia de ello, una
caracteristica diferencial muy prominente de L. ivanovii es la sobreexpresion constitutiva de sus
factores de virulencia en condiciones normales de laboratorio. Ademas, L. ivanovii
sobreexpresa también de forma constitutiva - en este caso independientemente de PrfA- al
menos otro factor importante de virulencia, la SMasa SmcL, que esta ausente en
L. monocytogenes (196,300,571).

Esto explicaria la observada propension en L. ivanovii a sufrir defectos transitorios en
los niveles de expresion de sus factores citoliticos en respuesta a situaciones de estrés. Estas
variaciones no han sido observadas en L. monocytogenes, lo cual puede obedecer
sencillamente a una imposibilidad de la deteccién en un contexto ya de por si caracterizado por
muy bajos niveles de expresion, o bien a que éstas no aportan ninguna ventaja debido
precisamente a que la débil producciéon de dichos factores no supone un coste metabdlico
significativo.

La sintesis constitutiva a niveles elevados de los factores de virulencia en L. ivanovii
deberia favorecer igualmente la aparicion de mutaciones asociadas con la reduccién o pérdida
definitivas en la expresién de los mismos. Asi ha sido efectivamente ya que, utilizando
simplemente la actividad hemolitica como criterio de cribado, hemos sido capaces de
seleccionar diferentes tipos de mutaciones estables asociadas con defectos en la expresién de
los distintos tipos de factores citoliticos conocidos en L. ivanovii. Entre estas mutaciones hemos
identificado no solo la ya mencionada delecién que afecta al gen codificante de la SMasa, sino
también dos tipos de lesiones en el gen prfA asociados con defectos severos en la funcién del
regulador central de la virulencia de Listeria, que es responsable de la sintesis de la hemolisina
y de dos fosfolipasas que contribuyen a la desestabilizacion de la membrana eucariota
(314,330,374).

Una de estas mutaciones prfA, identificada en el mutante M4 (clase 1) consistié en una
delecién puntual de una A en el nucleétido 649 que determina un cambio en la fase de lectura y
la formacién de una proteina PrfA 11 residuos mas corta y funcionalmente deficiente pero que,
no obstante, mantiene una pequefia actividad residual. EI cambio de fase de lectura en PrfAM4
da lugar, ademas, a la aparicién de 10 aa nuevos en el acortado extremo C-terminal, de tal
forma que se modifica el extremo final de un dominio similar a una cremallera de leucinas (LZ).
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Este dominio LZ estd definido por la presencia de residuos L a intervalos regulares y es
exclusivo de PrfA dentro de las proteinas reguladoras pertenecientes a la familia Crp/Fnr (314).
Se supone que podria jugar un papel en la dimerizacién de PrfA asi como en otras posibles
interacciones proteina-proteina heterélogas, aunque su funcién real no esta ni mucho menos
definida (316). Las caracteristicas fenotipicas de M4 son similares a las que presenta un
mutante PrfA deficiente denominado 8/6 (véase apartado 3.1.1 y ref. 314), obtenido por
transposicién y en donde la insercion del elemento moévil ocurrié en fase, dando lugar a un PrfA
quimérico caracterizado por un extremo C-terminal 12 residuos mas corto y dotado de 16 aa
nuevos (Fig. 3.2.7). En ambos mutantes el dominio funcional HTH situado por delante del
posible motivo LZ se encuentra intacto pero este Ultimo estd alterado. Estas evidencias
apuntarian hacia un papel relevante del dominio LZ y de los 10 aa C-terminales en la
funcionalidad de PrfA.

El segundo tipo de mutaciéon prfA ha ocurrido en el mutante NH-1 (clase Ill) como
resultado de un proceso mutacional diferente que, muy probablemente, ha implicado un
fenomeno de recombinacibn homéloga entre dos repeticiones directas situadas,
respectivamente, en la parte central y 3' del gen regulador y que ha tenido como consecuencia
la delecion del fragmento flanqueado por las mismas. Mutaciones similares, implicando la
delecién de una porcion de tamafo similar del gen regulador, han sido descritas en prfA de
L. monocytogenes. En este caso, sin embargo, el proceso de delecién no parece obedecer a
un mecanismo de recombinacion homologa ya que la caracterizaciéon de dichas mutaciones no
ha permitido revelar secuencias repetidas en las regiones que delimitan la zona eliminada
(332,374). La consecuencia funcional ha sido la pérdida total de la actividad transcripcional,
reflejada por el fenotipo del mutante NH-1, totalmente deficiente en la expresién de los genes
del regulén PrfA, debido a que la delecién abarca la regién del dominio HTH implicado en la
union del regulador a su secuencia diana en el DNA (43,123,526,575).

Finalmente, hemos aislado un mutante, IN-1, cuya alteracién consiste en una reduccién
coordinada de los niveles de expresién de smcL e i-inlE, dos genes situados en la misma
regién cromosémica de L. ivanovii. Uno de estos genes, smcL, se expresa constitutivamente
(196), mientras que el otro, i-inlE, esta estrechamente regulado por PrfA (144). No hemos
podido identificar una alteracién fisica de las zonas promotoras de dichos genes que pueda
explicar convincentemente el defecto observado en su expresion. Esto nos lleva a plantear la
existencia de un hipotético regulador que someteria a dichos genes a un control comun. La
modulacién de la expresién de los factores de patogenicidad es el resultado de complejas
interacciones entre midltiples niveles de control interrelacionados que permiten al
microorganismo controlar y adaptar de forma Optima la utilizacion de sus recursos en los
distintos ambientes y curcunstancias donde se desarrolla su ciclo vital. Hasta ahora PrfA es el
Unico regulador de genes de virulencia descrito en Listeria (142,303,337,374,468). El defecto
caracterizado en IN-1 revela la existencia de un nivel de regulacion que coordina la expresion
de dos factores de virulencia sometidos inicialmente a un control diferencial de la expresién. Se
trata del primer caso de corregulacién entre un componente del regulén PrfA y un factor de
virulencia expresado de forma independiente a dicho regulon y constituye un nuevo ejemplo de
regulacién coordinada de los genes de virulencia.
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3.3. CARACTERIZACION DE LIPI-2, UNA
NUEVA ISLA DE PATOGENICIDAD DE
L. ivanovil.
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3.3.1. Introduccioén.

En el capitulo precedente hemos identificado cuatro clases de mutantes de L. ivanovii con
distintos grados de afectacion en la expresion de su fenotipo hemolitico. La caracterizacién
genética de tres mutantes obtenidos en experimentos independientes y que pertenecian a una
de dichas clases, designada clase 1V, nos permitio identificar una regiéon cromosémica asociada
con la virulencia en la que se encuentran los genes de la SMasa, smcL, y de dos pequefias
internalinas secretadas, i-inlF e i-inlE. En este capitulo describimos la caracterizacion genética
del conjunto de la regién afectada por la delecién. Se trata de un segmento cromosémico que
alberga una extensa isla de patogenicidad (PAIl, de pathogenicity island) de 22 kb a la que
hemos denominado LIPI-2 (Listeria pathogenicity island 2), formada por multiples miembros de
la familia multigénica de las internalinas. El estudio de la region de insercién de dicha PAI
indica que puede tratarse de un “punto caliente” de variabilidad genética en el genoma de
Listeria.

3.3.2. Resultados.

3.3.2.1. Identificacion del cluster smcL /i-inlF / i-inlE.

Como hemos visto en los dos capitulos anteriores, la produccién de i-InlE y la actividad
esfingomielinasa C estan ausentes en los mutantes pertenecientes a la clase IV. Recordemos,
ademas, que a través de proyectos independientes realizados en paralelo, ya habiamos
identificado y secuenciado los determinantes genéticos que codifican la SMasa, smcL, (195), y
la internalina secretada i-InlE, i-inlE, (144). Durante el proceso de caracterizacion de los
variantes de clase 1V, basandonos en la ausencia de la produccion de i-InlE y SmcL, asociada
a la pérdida conjunta de sus correspondientes determinantes genéticos por delecion (véase
apartado 3.2.2.3), decidimos analizar la posibilidad de que dichos genes pudieran encontrarse
fisicamente préximos en la misma regién cromosémica en L. ivanovii ATCC 19119 (WT). Para
ello, disefiamos dos pares de oligonucleétidos en los extremos de ambos genes y realizamos
reacciones de PCR empleando distintas combinaciones (Fig. 3.3.1). Obtuvimos una banda
amplificada de 2,6 kb tan sélo con los oligonucledtidos P24B e INSPMN (Fig. 3.3.1 y Tabla 4.4),
lo que nos permitié6 situar en la misma region, aunque con sentidos de transcripcion
divergentes, a i-inlE y smcL. El estudio de la secuencia del fragmento obtenido nos revel6 la
existencia de i-inlF, que codifica un nuevo miembro perteneciente a la familia de las internalinas
pequefias y secretadas (véase apartado 3.3.2.5 para una descripcion detallada de esta
internalina y de i-InlE). Por otro lado, cuando abordamos el analisis de esta regién
cromosOmica en los mutantes 44/2, GD-1 y GD-3, fuimos incapaces de obtener resultados
positivos en las distintas amplificaciones. Para descartar que este resultado fuera debido a un
defecto en la hibridacion de los oligonucleétidos, empleamos nuevas combinaciones de
cebadores disefiados tanto en las regiones intergénicas como a partir de los propios genes
(Fig. 3.3.1). Solo logramos un producto amplificado del tamafio esperado en WT mientras que
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nunca se obtuvieron resultados positivos en los mutantes. Este sorprendente resultado era
compatible con un proceso de delecién que englobaria, al menos, a todo el cluster formado por
los loci smcL e i-inlF,E. La existencia de esta deleciébn —que se acompafia de un cambio
significativo en el perfil de macrorrestriccion (véase Fig. 3.2.8)— fue corroborada mediante
andlisis por Southern blot (Fig. 3.3.1).

3.3.2.2. Identificacion y caracterizaciéon genética de la regién
delecionada en los mutantes de clase IV.

Con el fin de conocer la naturaleza y organizacion genética de los loci incluidos en el fragmento
delecionado, asi como para determinar el tamafio exacto de la region, decidimos realizar
genome walking mediante sucesivas PCRs inversas a partir de los extremos de los loci smcL e
i-inlE (Fig. 3.3.2). Los fragmentos de DNA obtenidos por PCRs inversas fueron
sistematicamente secuenciados vy utlizados como moDLes para disefiar nuevos
oligonucledtidos y continuar avanzando en la caracterizacion de la region. Ademas, se
emplearon los mismos oligonucleétidos para analizar por PCR si los sucesivos segmentos de
DNA obtenidos continuaban formando parte de la regién delecionada en las cepas mutantes.
Finalmente, obtuvimos un resultado de amplificacion positivo con los oligonucleétidos PI-17/PI-
22, disefiados a 6 kb del extremo 3' de smcL (Fig. 3.3.2 y Tabla 4.4), tanto en las cepas
mutantes como en WT.
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Figura 3.3.1. Andlisis del locus smcL/i-inlF/i-inlE en L. ivanovii WT y los mutantes GD-3 y 44-2.

A. Organizacion fisica y transcripcional del locus smcL/i-inlF/i-inlE. Los genes se representan a escala por flechas. Las
estructuras secundarias compatibles con constituir sefiales de termino de la transcripcion estan representadas por
bucles cuyo tamafio esta relacionado con la longitud de los brazos de la estructura palindromica. Las cajas PrfA estan
sefialadas por cuadros que presentan una escala graduada en gamas de intensidades de grises en funcién del nimero
de desviaciones con respecto a la secuencia consenso “perfecta”, representando a ésta con el negro y aclarandose al
aumentar en nimero de desviaciones. En la parte inferior, las flechas punteadas en trazo grueso representan los
transcritos monocistrénicos. La flecha punteada en trazo fino se corresponde con una débil transcripcién bicistrénica de
i-inlF/i-inlE (144). Por dltimo, las flechas pequefias representan las posiciones de los oligonucleétidos utilizados para las
PCRs que se muestran en el panel B.

B. Analisis por PCRs del locus de smcL/i-inlE. En primer lugar se muestra el patrén de marcador de talla molecular. A
continuacién se presentan los resultados de las amplificaciones de los genes que se sefialan en la parte inferior de la
foto en WT y GD-3. El amplicén de 2,6 kb obtenido como resultado de la amplificacién con los oligos INSPMN/24B nos
ha permitido localizar en el mismo locus a smcL e i-inlE. Se puede comprobar como nicamente en el caso de WT
pudimos amplificar los distintos genes, y no obtuvimos amplicones en GD-3. A la derecha se presenta como control
positivo la amplificacién del locus IyrA obtenida con los oligonucleétidos GD-5/34 en ambas cepas.

C. Andlisis por Southern blot de la delecion de este locus en GD-3 y 44/2. Los DNAs cromos6micos de las tres cepas
fueron digeridos con Hindlll e hibridados utilizando como sondas un fragmento especifico de smcL amplificado con los
oligos SPM-R/S (véase tabla 4.4) (sonda B) y un fragmento especifico del gen hipA del locus lyrA utilizando los
oligonucleétidos GD-38/44 (sonda A)(véase capitulo 3.2 y Tabla 4.4). A la izquierda se muestra el bandeo del marcador
de talla molecular X (Boheringer Mannhein). La ausencia de hibridacion con la sonda B en GD-3 y 44/2, pero si
utilizando la sonda A corrobora las deleciones mostradas por PCRs en el panel B.
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Para identificar exactamente el punto en el que se habia producido el fenébmeno de
delecion, procedimos a realizar una PCR inversa utilizando como moDLe DNA cromosémico
del mutante GD-3 digerido con Hincll y empleando los oligonucleétidos PI-16/17, situados en la
zona que flanquea por la izquierda a la region delecionada (Fig. 3.3.2). El analisis comparado
de la secuencia del producto obtenido (3,115 kb) con la secuencia de esa misma region en WT
nos ha permitido determinar el punto exacto donde comienza la diferencia entre ambas cepas.
Este punto de divergencia esta situado a 815 pb del extremo 5’ del producto amplificado a partir
del mutante GD-3 y define el lugar donde se ha producido el fendbmeno de delecién. Los
siguientes 2211 pb del amplicon constituyen la region de cromosoma que flanquea por la
derecha al segmento delecionado. Para asegurarnos de que esta secuencia se encontraba
presente tanto en WT como en las cepas mutantes, se disefiaron oligonucleétidos (ED-3 y ED-
4; véase Tabla 4.4 y fig. 3.3.2) especificos de esta region. Se obtuvo un producto de PCR
especifico en todas las cepas analizadas, WT y mutantes, el cual fue secuenciado para su
comprobacioén.

Para determinar el extremo derecho de la region delecionada en las cepas mutantes,
diseflamos los oligonucleétidos ED-1 y ED-2 (Fig. 3.3.2 y Tabla 4.4) a partir de la secuencia del
fragmento que flanquea por la derecha a dicha region en WT. Estos oligonucleétidos fueron
empleados para realizar diversas PCRs inversas en la cepa WT. El mayor producto amplificado
se obtuvo utilizando la enzima Rsal (450 bp). Siguiendo una estrategia similar a la descrita
anteriormente para el extremo izquierdo, el analisis comparado de la secuencia de este
fragmento nos permitié6 comprobar el punto exacto de divergencia entre las secuencias de WT
y las tres cepas mutantes.

De esta forma logramos identificar un total de 14 kb de la zona izquierda de la regién
delecionada. Con el fin de calcular exactamente el tamafio total del segmento delecionado, nos
propusimos amplificar por PCR el fragmento comprendido entre el final del extremo derecho de
la regién conocida y la zona que flanquea por la derecha a la region delecionada. Para ello
disefiamos el oligonucle6tido ED-5 y lo utilizamos junto con ED-4 (Fig. 3.3.2 y Tabla 4.4) en las
condiciones apropiadas para amplificar fragmentos de elevado tamafio (véase Materiales y
métodos). Obtuvimos un fragmento de aproximadamente 3,5 kb que actualmente se encuentra
en fase de secuenciacion.

Siguiendo esta estrategia, hemos logrado determinar que el fragmento delecionado en
las cepas mutantes tiene una extension de 17,5 kb. El andlisis comparado de su secuencia con
el genoma de L. monocytogenes EGDe nos ha permitido diferenciar dos porciones fisica y
funcionalmente diferentes: (i) la primera comprende las 10 kb préximas al extremo izquierdo del
segmento delecionado, para cuyos determinantes genéticos no se encontraron homologos en
L. monocytogenes; (i) la segunda corresponde a las restantes 7,5 kb, para los cuales
encontramos ortélogos en L. monocytogenes (véanse los datos en la Tabla 3.3.1), con la
misma organizacién genética (Fig. 3.3.2). Esta estructura “compuesta” del fragmento
delecionado se correlaciona con el hecho de que el porcentaje estimado de G+C varia
bruscamente desde un 31% para la porcion izquierda y un 36% para la derecha, sugiriendo que
ambas partes poseen un origen genético diferente.

La primera de las dos regiones esta formada por 7 ORFs que poseen posibles cajas
RBS con secuencias consenso a distancias que oscilan entre -4 y -15 respecto de los codones
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de inicio de la traduccion (Tabla 3.3.2). Tres de estas ORFs corresponden a las previamente
caracterizadas smcL (195), i-inlF e i-inlE (144). El analisis de las proteinas codificadas por los
determinantes genéticos situados en la zona que se extiende a partir del extremo 3’ de smcL
revelo la existencia de tres nuevos genes codificando a miembros de la subfamilia de pequefias
internalinas secretadas: i-inlG, i-inlH e i-inll. En el apartado 3.3.2.5 se presenta un estudio
detallado de estas internalinas, i-InlG, i-InlH e i-Inll. En virtud de los hallazgos experimentales
hasta ahora obtenidos, todos los miembros de la familia multigénica de las internalinas son
considerados como potenciales determinantes de patogenicidad (véase introduccion) y para
tres de los genes de esta region, smcL, i-inlE e i-inlF, se ha demostrado que efectivamente
juegan un papel en la virulencia de L. ivanovii (144,195). Todos los determinantes genéticos
situados en esta region, exceptuando smcL, muestran un mismo sentido de transcripcién. En el
extremo derecho de la misma, inmediatamente a continuacion de i-inlE, se encuentra una ORF,
denominada orf3, cuyo producto no presenta ninguna homologia significativa con las proteinas
depositadas en las bases de datos. La ausencia de péptido sefial asi como la falta de dominios
transmembrana predicen una localizacion citoplasmica para la misma.

El andlisis de la secuencia disponible (4,5 de un total de 7,5 kb) en la segunda de las
dos regiones que forman el fragmento delecionado, situada en la zona derecha del mismo,
reveld la existencia de 5 ORFs: orf4, orf5, orf6, orf7 y orf8, que presentaron, con la excepcion
de orf6 y orf8, un mismo sentido de transcripcion, opuesto al que muestran los genes de la
porcién izquierda (exceptuando a smclL). El analisis de homologia indica que, de estas 5 ORFs,
dos codifican diversas enzimas metabdlicas, y el resto, proteinas de funcién desconocida
(véase Tabla 3.3.1).

En conclusioén, la regién de 17,5 kb delecionada en los mutantes pertenecientes a la
clase IV esta compuesta por dos zonas claramente diferentes, un extremo izquierdo especifico
de L. ivanovii y asociado con la virulencia y una segunda porcién sin obvia relacién con la
patogenicidad, que se encuentra presente también en L. monocytogenes EGDe. El hecho de
que, como ya hemos comentado en el apartado 1.3.3, L. monocytogenes pertenezca a una
rama filogenética disitinta a la de L. ivanovii, indicaria que muy probablemente esta porcién
derecha forma parte del nicleo genético comin que comparte el genoma de todas las especies
del género Listeria, tanto patégenas como apatégenas (véase Fig. 1.3).

Figura 3.3.2. AL FINAL DE LA BIBLIOGRAFIA APAISADA

Figura 3.3.2. Organizacion fisica y definicion de los extremos derecho (ED) e izquierdo (El) de
la regién delecionada. Analisis gendmico comparado con L. monocytogenes EGDe.

A. Estructura fisica del fragmento delecionado de 17,5 kb. Este segmento estd encuadrado en
un triangulo de lineas discontinuas y sus bordes delimitados por El y ED. Los genes estan
representados por flechas cuya orientacion indica el sentido de su transcripcion. En negro se
sefialan los que se encuentran también en L. monocytogenes EGDe, en azul se indican los
miembros pertenecientes a la familia de las internalinas (para mas detalles véase la leyenda de
la Fig. 3.3.5). Los segmentos situados encima de los genes se corresponden con fragmentos
cuyo contenido en G+C, que se indica en la parte superior, es diferente. El color de los mismos
coincide con el de los genes que integran las distintas regiones. Las flechas pequefias sefialan
los oligonucledtidos y la posicién de los mismos que han sido utilizados para la identificacién
por PCR de los extremos de la delecion. Los resultados de estas amplificaciones se indican en
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la foto. Los genes amplificados se muestran en la parte inferior de la foto y se corresponden
con los amplicones obtenidos en las cepas WT y GD-3. N6tese como i-inll es el Gltimo gen que
se encuentra delecionado en GD-3. Los segmentos localizados en la parte superior del
esquema indican las PCRs inversas realizadas para obtener la secuencia de los extremos de la
region delecionada. Asimismo, se indican las parejas de oligonucleétidos utilizados y las
enzimas de restriccién empleadas: H,, Hincll; R, Rsal.

B. Organizacion fisica de la region homdloga en L. monocytogenes EGDe. Las flechas en
negro indican que presentan homdlogos en L. ivanovii, el gris claro de 2302.1 sefiala que es
exclusivo de EGDe, y las tres ORFs resaltadas en gris oscuro se encuentran en la region de
3,5 kb de la que se acaba de concluir su secuenciacion pero no incluimos en este trabajo.

C. Representacién esquematica de los extremos de la regién delecionada y su analisis por
PCR en WT y GD-3. En la parte superior se muestran las fotos correspondientes a la
electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR amplificados con las parejas de
oligonucleétidos que se representan en el esquema inferior. Obviamente, Unicamente en WT
obtuvimos amplicones cuando utilizamos oligonucle6tidos que hibridaban en la regién (ED-5/4
y PI-26/12) y tan s6lo en GD-3 logramos resultados positivos utilizando oligonucleétidos
flanqueantes a la zona delecionada (PI-26/ED-4). El tamafio de los productos obtenidos esta
indicado con una flecha.

Tabla 3.3.1. AL FINAL DE LA BIBLIOGRAFIA

3.3.2.3. Caracterizacion de los extremos del fragmento
delecionado.

En el apartado anterior hemos descrito la identificacion de los extremos del fragmento
cromosomico de 17,5 kb que esta delecionado en los mutantes de clase IV. Hemos realizado
un analisis detallado de las secuencias de los bordes que flanquean a esta region con el fin de
tratar de obtener datos que nos permitan comprender el mecanismo genético implicado en la
delecion. Los resultados de estos analisis se ilustran en la Fig. 3.3.2.

Borde izquierdo. El punto de divergencia en un alineamiento realizado con las secuencias de
WT y aquellas obtenidas en el caso de las cepas mutantes define el extremo izquierdo de la
region delecionada. El punto de delecién se localiza en la zona intergénica delimitada por los
genes i-inlJ e i-inll (apartado 3.3.2.5.1), a 142 pb corriente abajo del codén de stop del primero
y a 160 pb corriente arriba del codén de inicio de la traduccion del segundo. Para comprobar la
secuencia de los bordes de la delecion, realizamos PCRs utilizando cebadores derivados de
las secuencias flagueantes al punto de inserciéon en cada uno de los extremos. Para el borde
izquierdo utilizamos la pareja de oligonucle6tidos PI-26 y PI-12 (Fig. 3.3.2). Obviamente, no
obtuvimos ningln producto de PCR utilizando los oligonucledtidos externos a la regién
delecionada PI-26 y ED-4 en WT, porque el tamafio a amplificar (17,5 kb) superaba las
posibilidades de la PCR en las condiciones ensayadas. Por el contrario, logramos un producto
amplificado de 453 pb en los tres mutantes, 44/2, GD-1 y GD-3 por la deleciéon del fragmento.
La secuenciacion de este amplicén confirmé que la delecién se produjo en el mismo punto en
los tres mutantes. Asimismo, en ninguno de los mutantes obtuvimos productos amplificados
cuando utilizamos la pareja PI-26/12 debido a la ausencia de dianas para PI-12 (extremo
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izquierdo del fragmento delecionado). En el caso de WT, amplificamos el producto
correspondiente al segmento de 753 pb comprendido entre PI1-26 y PI-12.

Borde derecho. Siguiendo una estrategia similar a la descrita para el borde izquierdo,
caracterizamos el extremo derecho y su zona flanqueante. Para amplificar la region de los
bordes de la zona derecha utilizamos los cebadores ED-4 y ED-5 (Fig. 3.3.2 y Tabla 4.4).
Como era de esperar, sélo obtuvimos amplificacién positiva (fragmento de 3,5 kb) con la pareja
ED-5/ED-4 en el caso de WT. Ademas, la secuenciacion completa del fragmento Hincll
obtenido por PCR inversa (véase apartado 3.3.2.2) que flanquea por la derecha a la regién
delecionada nos ha permitido identificar la secuencia de dos nuevas ORFs, orf9 y orf10. orf9
codifica una proteina de membrana que exhibe una gran similitud con bombas de eflujo
implicadas en resistencia a antibioticos. Entre las proteinas con mayor grado de similitud
figuran varias bombas de resistencia a quinolonas. El producto codificado por orfl0 es una
proteina citoplasmica que presenta homologias de seciencia con el regulador central de la
virulencia de Listeria, PrfA. Los genes homélogos a ambas ORFs en EGDe, son 2293.1 (orf9) y
2292.1 (orfl0) (Fig. 3.3.2). La comparacion de esta region en WT y los tres mutantes revel6
que, a diferencia de lo que ocurre en el borde izquierdo, el fenémeno de delecion en el extremo
derecho no tiene lugar en una zona intergénica sino que se ha producido en una region
codificante, originando la delecion de los 18 dltimos aa de Orf9.

Nuestros datos demuestran que los tres mutantes, 44/2, GD-1 y GD-3, son el resultado
de un mismo evento especifico de reorganizacién genética que se produce entre la zona
intergénica i-inll / i-inlJ y orf9. El andlisis detallado de la secuencia de dichas zonas, sin
embargo, no nos ha permitido identificar estructuras que a priori pudiesen estar implicadas en
un fenémeno de recombinacién, tales como repeticiones directas o invertidas o secuencias de
insercion.

3.3.2.4. Ensayos de virulencia en el modelo murino y en el
hospedador natural de L. ivanovii.

Con el fin de evaluar el efecto en la virulencia del fragmento delecionado, se estimé la DLsy de
los mutantes GD-1 y GD-3 tras inocular ratones BALB/c por via intravenosa. La DLg, de los
mutantes, 5,37x10’, fue superior en un ciclo logaritmico a la mostrada por la cepa salvaje,
7,4x10°. Estos datos se corresponden con unos valores de aclaramiento en el higado mas
rapidos en los mutantes de delecion (Fig. 3.3.3).
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Figura 3.3.3. Ensayos de virulencia en el modelo murino. Curva de aclaramiento en el higado
de ratones BALBI/c de L. ivanovii WT, un mutante por transposicion en la ivanolisina ILO 20/24
(283) y GD-3. Se observa un retraso en el mutante GD-3 con respecto a la cepa parental WT.

Aunque el ratén ha sido ampliamente utilizado como modelo animal para el estudio de
la infeccion por Listeria, incluyendo sus aspectos inmunoldgicos, en el caso de L. ivanovii
quizas resulte un sistema no del todo apropiado dada la aparente especificidad de hospedador
de esta bacteria hacia los rumiantes. Decidimos por tanto analizar el comportamiento de uno de
los mutantes, GD-3, en el hospedador natural de L. ivanovii. Para ello desarrollamos unos
experimentos de infeccion experimental en corderos utlizando la via endovenosa de
inoculacién. En uno de los ensayos se utilizaron corderos de la raza “Churra” (Tabla 3.3.2) y en
el otro de la raza “Talaverana” (Tabla 3.3.3).

En el primer experimento se utilizaron tres dosis de inoculacién distintas. Con la dosis
mayor (1.7x10") se produjo la muerte inmediata de los animales inoculados tanto con la cepa
WT como con la mutante. Con la dosis intermedia (3.5x10"") el WT produjo la muerte de todos
los animales en 48 h, mientras que GD-3 s6lo lo hizo en uno de los tres animales inoculados.
Con la dosis menor (1.5x10'), ninguna de las dos cepas produjo mortalidad. Con el fin de
determinar de una forma mas sensible las posibles diferencias en cuanto a capacidad
patogénica asociadas con la mutacién, los animales supervivientes fueron sacrificados y se
determind la presencia o ausencia de bacterias en higado. En los animales infectados con la
cepa WT se logro recuperar en todos los casos bacterias viables. En cambio, en ninguno de los
animales infectados con GD-3 fue posible recuperar la bacteria. Estos resultados indican
claramente que la delecién estd asociada con una pérdida de patogenicidad para el
hospedador natural. En los corderos de la raza “Churra”, ninguno de los animales inoculados
tanto con la cepa WT como con la mutante desarroll6 lesiones macroscopicas evidentes en los
organos.
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Tabla 3.3.2. Ensayos de virulencia en el hospedador natural de L. ivanovii.

Dosis Cepa Muertes/ Recuperacion en
P inoculados higado®
b WT 3/3 (1h) No
Lx10"  gp3 3/3 (1h) No
n WT 3/3 (48h) Si
35107 gp.g 1/3 (48h) No
n WT 0/3 (7d) Si
L0 gp3 0/3 (7d) No

Dosis de letalidad obtenidas tras administrar por via intravenosa lotes de tres corderos de la raza
“Churra”. * La necropsia de los animales eutanasiados a los 7 dias postinoculacién no nos permitid
observar lesiones significativas en ninguin caso. Sin embargo, recuperamos L. ivanovii WT a partir de los
higados de los animales inoculados con esta cepa pero no en los inoculados con GD-3.

En el segundo experimento (Fig. 3.3.4) se administré una Unica dosis de 4x102
bacterias a todos los animales, tanto en el caso de la cepa WT como de GD-3. Con esta dosis
tan elevada, s6lo sucumbié uno de los animales inoculados con WT y ninguno de los que
fueron infectados con GD-3. Estos datos sugieren que la raza ovina “Talaverana” podria tener
una constitucion genética que la haria mas resistente a la infeccion por Listeria. El hecho de
gue en estas ovejas se observase, en respuesta a la infeccién por la cepa silvestre, la aparicion
de una evidente reaccion granulomatosa (véase mas abajo) sugiere que, al igual que ocurre en
el caso de ciertas cepas murinas, dicha resistencia podria estar relacionada con la capacidad
de esta raza de movilizar de forma mas eficaz las defensas celulares (principalmente
macréfagos) hacia los focos de infeccion. Todos los animales supervivientes fueron
sacrificados, como en el experimento anterior, a los 7 dias de inoculacién. De nuevo, el
aclaramiento en higado fue total con GD-3, mientras que la cepa WT fue recuperada de dicho
organo en todos los casos. El andlisis detallado de los aspectos macroscopicos durante la
necropsia nos permitié inmediatamente apreciar que, a diferencia de lo observado con la cepa
silvestre, ninguno de los animales infectados con GD-3 manifestd sefales de reaccion
granulomatosa; tan sélo se aprecio una ligera hepatomegalia. También nos permitié constatar
una caracteristica extremadamente interesante en el patron lesional provocado por las dos
cepas, consistente en la mayor presencia en los animales infectados con GD-3 de extensas
zonas blanquecinas de infiltracion y necrosis en el miocardio. Este patron diferencial es
compatible con un cambio en el tropismo organico asociado con la mutacion. El analisis
microscépico de las lesiones confirm6 que la cepa WT desencadena una fuerte reaccién
inflamatoria de tipo piogranulomatoso mientras que la cepa mutante tiende a provocar un
patron inflamatorio caracterizado por infiltracion difusa de los tejidos. El estudio de las
secciones histolégicas de higado y corazén confirmé igualmente las diferencias observadas
macroscépicamente (Fig. 3.3.4).

Tabla 3.3.3. Papel en la patogenicidad de la regién delecionada.
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WT GD-3

Letalidad 1/3 0/3
Recuperacion en higado 3/3 0/3
(7 dias)
Lesiones
Hepatitis +++ (granulomas) + (difusa)
Miocarditis + (granulomas) +++ (difusa, granulomas)
Neumonia ++ +
Hiperplasia linfoide + +

Las necropsias de todos de animales eutaniasados a los 7 dias postinocualacién nos permitié recuperar la
cepa WT en todos los casos pero no el mutante GD-3. Se resaltan los aspectos mas relevantes de las
lesiones observadas tras el analisis macroscopico y microscopico.

Los datos presentados demuestran claramente que la region cromos6mica de 17,5 kb
que se deleciona de forma espontadnea en los mutantes definidos como clase IV juega un
importante papel en la virulencia y patogénesis de L. ivanovii.
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3.3.2.5. Caracterizacién de una isla gendémica de virulencia
especificade L. ivanovii.

Tal y como hemos mostrado en los apartados 3.3.2.1 y 3.3.2.2, durante la identificaciéon de la
region delecionada de 17,5 kb, hemos podido identificar en ella dos porciones claramente
diferenciadas. El segmento situado en el extremo derecho esta constituido por determinantes
genéticos comunes, al menos, a dos especies distintas de Listeria (recientes datos del proyecto
genoma Listeria indican que también estan presentes en la especie apatdégena L. innocua),
presentando algunos de ellos homologias con genes metabdlicos. En cambio, la porcién
localizada en el extremo izquierdo esta formada por determinantes genéticos especificos de
L. ivanovii y pertenecientes, excepto smcL, a la familia Inl de proteinas asociadas con la
virulencia. El limite izquierdo del segmento delecionado se encuentra entre dos genes de
internalinas. Esto quiere decir que el extremo de dicho segmento no define, como quizas podria
esperarse en el caso de que fuese un elemento movilizable de virulencia, el final de una regién
cromosémica especifica de L. ivanovii.

Con el fin de identificar y caracterizar el conjunto de la regién especifica de L. ivanovii y
su region flanqueante izquierda, extendimos la secuencia conocida mediante sucesivas PCRs
inversas (Fig. 3.3.5). Para confirmar las secuencias obtenidas, se amplificaron por PCR (y se
secuenciaron) fragmentos solapados de las nuevas regiones, encontrandose cinco nuevos
genes de internalinas (véase siguiente apartado). Se identifico el final de este locus especifico
de internalinas de L. ivanovii al encontrar una ORF que exhibia un alto grado de identidad con
otra presente en L. monocytogenes EGDe (2303.1). Las proteinas codificadas por ambas
ORFs mostraron un alto grado de homologia (45% identidad) con YsnB de B. subtilis (niUmero
de acceso en Swissprot P94559), por lo que las denominamos ysnB tanto en L. ivanovii, como
en L. monocytogenes. En esta Ultima especie, ysnB se encuentra practicamente contiguo
(Unicamente separado por una ORF) a ydel, ortélogo del gen del mismo nombre de B. subtilis y
de orf4 de L. ivanovii. Recordemos que orf4 esta situado en el extremo derecho de la regién
delecionada y es el primer gen situado a la derecha del locus i-inlFE que deja de ser especifico
de L. ivanovii (véase apartado 3.3.2.2 y Fig. 3.3.2).

En conclusion, hemos identificado, en la zona donde se produce la delecion, una region

especifica de L. ivanovii que esta enmarcada por los genes ysnB e ydel, los cuales forman
presumiblemente parte del nicleo genémico comun de las bacterias Gram-positivas.

53



i
'1'." .". 3 '-""
AR LR T
i ety

Ly

FIGURA 3.3.4. Panel 1

FIGURA 3.3.4. Panel 2

54



3.3.2.5.1 Estructura genética del segmento cromosomico especifico de
L. ivanovii.

La regién especifica de L. ivanovii delimitada por ysnB e ydel tiene una extension de 22.047 bp
gue hemos registrado en el EMBL con los nimeros de acceso: AJ251981, AJ251980,
AJ004808, Y09477 e Y14181. El contenido en G+C de su secuencia es de un 32,27%, que se
diferencia significativamente del promedio de la especie, estimado en un 38% (524). Esto
sugiere que dicha regién tiene un origen exégeno y que ha podido ser adquirida mediante un
proceso de transferencia genética horizontal. El andlisis de la secuencia de DNA presente en
este segmento nos ha revelado la existencia de 12 regiones codificantes (ORFs A a L) cuya
organizacion genética se muestra en la Fig. 3.3.5. Todas ellas presentan secuencias RBS
centradas a una distancia entre 9 y 11 pb de sus codones de inicio de la traduccion. Las
principales caracteristicas de las distintas ORFs se encuentran reflejadas en la Tabla 3.3.4.

La region comprende diez miembros de la familia multigénica de las internalinas,
designados i-inlE, i-inlF, i-inlG, i-inlH, i-inll, i-inlJ, i-inIB, i-inlK, i-inlL e i-inIB2; el gen smcL de la
SMasa, previamente identificado y caracterizado (195); y una ORF, orf3, cuyo producto no
presenta homologias con ninguna proteina depositada en las bases de datos. Con la excepcién
de smcL, todos los determinantes genéticos de esta region se transcriben en el mismo sentido,
lo que sugiere que el gen de la SMasa se ha insertado en fases posteriores de la evolucion
interrumpiendo un locus de internalinas preexistente. De hecho, smcL tiene un porcentaje de
G+C significativamente distinto al de la region de internalinas circundante (36% vs. 32%) y se
encuentra enmarcado por secuencias de 14 nt que forman una repeticion invertida perfecta y
que podrian estar asociadas con un fendbmeno de movilizacién genética. Hemos identificado
potenciales terminadores de la transcripcion en los extremos 3’ de i-inlK, i-inlB, smcL/i-inlG, i-
inlE y orf3 (Fig. 3.3.5). Esto no quiere decir, sin embargo, que la transcripcion tenga que ser
policistrénica para aquellos loci no separados por terminadores en horquilla, ya que
experimentalmente se ha demostrado transcripcion monocistronica para i-inlF e i-inlE (refs.
144,195 y Fig. 3.1.6) a pesar de que entre estos dos genes no existe una secuencia
palindrémica evidente.

Tabla 3.3.4. Principales caracteristicas de las internalinas de LIPI-2.

Posible caja n° aa

. . b ,

LIPI-2 orf/ Codén de Codén de RBS Posible caja ParfA totales/Tamarfio Punto Namero de
nombredel 77 o \a (posicion) P . .. _d accesoen
iniciacion stop (posicion) de la proteina isoeléctrico
gen (kDa) EMBL

orfAli-inIB2
GGGGAG TTAACITTTGTTaT
TTG TAA (-10/-15) (-138) 897/96,70 9,81 AJ271621
orfB/i-inlL
AGGAGG TTAACITTTGTTaT
TTG TGA (-13/-18) (-146) 261/25,78 5,75 AJ251981
orfCli-inlK GAGGAG aTAACITTTGTTAL
TTG TAA (-10/-15) (-138) 312/31,62 8,91 AJ251980
orfbi-inlB - qg TAA GAGGAG No tiene 1078/117,38 9,88 AJ004808
(-10/-15)
orfE/i-inlJ GAGAAA TTAACITTTGTTAt
ATG TAA (-7/-12) (-150) 416/43,66 6,48 AJ004808
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orfF/i-inll

AAGGAG

TTAACAITTGTTAL

GTG TAA Jorts) Aia 230/22,46 8,93 AJ004808
orfGli-iniH — 11g TAA ?ﬁgﬂ;ﬁ TTAA&EE?”“ 272/26,81 6,92 AJ004808
orfHf-nIG — 1qg TAG '?_AlgflAs? TTAA&;Z?TTW 615/65,78 8,95 AJ004808
orfl/smcl ATG TAA G((?Q_%SA No tiene 299/34,3 6.75 Y09477
orfdfi-inF o AA (??S/GlAss TTAA(:(EHJ)GTTaT 220132.12 6.92 vi418y
orfk/i-inlE — org TAG argeag  TTAACATTTCTTA 231/22,09 9,16 Y09988

(-10/-15) hi3)
orfl/orf3 ATG TAA A((_;Qi(lz‘)e no tiene 129/13,68 9,17 Y09988

?La posicion se corresponde con la distancia en nucleétidos desde el posible codén de inicio de la traduccién. En las
cajas PrfA se contabiliza hasta el extremo 3’ de su secuencia PrfA.

® Las letras minGsculas indican las desviaciones de la secuencia de la caja PrfA con respecto a la caja “perfecta”.

° El tamafio de las proteinas codificadas se contabiliza después de cortar por el péptido sefial.

4 Se han calculado el tamario, en kDa, y el pl de las proteinas utilizando la aplicacién ProtParam, disponible en

http://www.expasy.ch/cgi-bin/protparam.

Como hemos comentado en el apartado 1.2.2.1, la familia de las internalinas
comprende dos grupos, uno de pequefias internalinas secretadas cuyo prototipo es InIC de
L. monocytogenes, y las internalinas grandes asociadas a la superficie bacteriana, cuyo
representante es InlA de L. monocytogenes. El andlisis de las secuencias de los diez nuevos
miembros de la familia de internalinas descritos en esta regidon nos ha permitido encuadrar a
ocho (i-inlg, F, G, H, I, J, K, L) en el primer grupo y las dos

Fig.3.3.5. APAISADA AL FINAL DE LA BIBLIOGRAFIA
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restantes (i-inlB e i-inlB2) en el segundo. Estas dos dUltimas son similares a InIB de
L. monocytogenes y constituyen los primeros representantes de la clase de internalinas
grandes ancladas en la superficie bacteriana descritos en L. ivanovii.

Internalinas pequefias y secretadas (S-Inl). Para su designacion hemos seguido un sistema
de nomenclatura por orden alfabético ascendente en sentido 3'>5’ desde el primer locus de
este tipo descrito en la regidn, i-inlE (144). En la Fig. 3.3.6 se muestran las secuencias
aminoacidicas de sus productos y sus correspondientes caracteristicas estructurales
principales.

La estructura prototipo de las proteinas S-Inl se caracteriza por presentar un péptido
sefial convencional en su extremo N-terminal y una region de repeticiones ricas en leucina
(LRRs) que esta flanqueada por dos regiones altamente conservadas entre los distintos
miembros de la subfamilia (Fig. 3.3.6). Existe, sin embargo, una heterogeneidad en el nimero
de LRRs entre las diferentes s-Inl de LIPI-2 (Fig. 3.3.6), lo que nos ha permitido distinguir
cuatro grupos: (i) i-InlE e i-Inll que poseen tan sélo dos LRRs y exhiben un mismo punto
isoeléctrico (pl) basico (véase Tabla 3.3.4), (ii) i-Inll, i-InlH que tienen tres LRRs y un pl acido;
(iii) i-InlF, i-InlK, i-InlJ poseen cinco LRRs y un pl bésico salvo i-InlJ que es ligeramente acido
(6,5); e (iv) i-InlG, con pl basico. Esta Ultima, presenta diez LRRs, lo cual deriva de una
estructura particular que se desvia del prototipo y que hace que esta internalina tenga un
tamafio mucho mayor que el resto (66 kDa en lugar de los 25-32 kDa habituales; Tabla 3.3.4).
El andlisis de la secuencia de i-InlIG indica que es el resultado de un fenébmeno de
recombinacién cuyo resultado ha sido la fusidon en tandem y en fase entre los extremos 3'y 5’
de dos genes de S-Inl originalmente independientes. De hecho, i-InlG se puede dividir en dos
S-Inls prototipicas, una primera N-terminal con 313 aa y cinco LRRs, a la que hemos
denominado i-InlG1, y una segunda C-terminal con 302 aa e igualmente cinco LRRs, a la que
hemos designado i-InIG2. En esta Ultima, la porcién correspondiente al péptido sefial ha
desaparecido y su extremo N-terminal se encuentra acoplado al extremo C-terminal de i-InIG1
(Fig. 3.3.6). El alineamiento de las secuencias de las S-Inls nos indica que todas presentan
entre ellas un alto grado de homologia (43-73% de identidad) (Tabla 3.3.5), lo que sugiere que
se han originado por fenédmenos de duplicacion génica. El analisis comparativo de la secuencia
de i-InlIG1 e i-InIG2 con el resto de S-Inls muestra el mayor grado de identidad con las
internalinas i-InlIC e i-InDL, respectivamente.

Tabla 3.3.5A. APAISADA AL FINAL DE LA BIBLIOGRAFIA
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Figura 3.3.6. Alineamiento mdltiple y principales caracteristicas estructurales de las internalinas
pequefias y secretadas de LIPI-2.

(A) Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las internalinas s-Inl presentes en LIPI-2.
i-InlG ha sido artificialmente dividida en dos: i-InlG1 que comprende los 313 primeros aa de su
extremo N-terminal e i-InlIG2 integrada por los siguientes 302 aa. Los alineamientos se han
realizado mediante el programa PILEUP (GCG) y BOXSHADE version 3.21. Los aa idénticos se
representan con fondo negro mientras que aquellos que son similares estan sombreados. Los
huecos introducidos para optimizar los alineamientos se muestran con puntos. Las virgulas
indican el fin de la secuencia. Las posiciones de los residuos y los nombres de las distintas
internalinas se indican en el margen izquierdo. En el extremo N-terminal se indica con una linea
horizontal el péptido sefial (SP) y mediante un triangulo invertido su punto exacto de corte
identificado en todas las internalinas mediante el programa SignalP V1.1 (402). Cabe resaltar
como i-InlG2 no presenta péptido sefial pues forma la mitad C-terminal de i-InlG. Las unidades
de repeticiones de leucinas numeradas del 1 al 5 (LRR1-5) se destacan mediante segmentos.
Notese la divergencia que presentan las distintas internalinas en el nimero de LRRs. Asi,
mientras i-Inll,E s6lo poseen LRR1 y LRR5, I-InIH,L presentan LRR1, LRR4 y LRR5 mientras
que el resto mantiene las 5 LRRs.

(B) Representacion esquematica de la estructura de las s-Inl de LIPI-2 basandonos en los
resultados obtenidos en el alineamiento que se muestra en el panel A. Las proteinas se
representan con rectangulos. El péptido sefial (SP) (en negro) y las unidades de LRRs (con
rallas oblicuas) se indican con rectangulos. Las cuadros con lineas discontinuas indican los
LRRs ausentes para optimizar los alineamientos. Los nimeros debajo de cada proteina indican
la posicion de los aa in la secuencia primaria.
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Resulta interesante el hecho de que i-InIC e i-InDL estan codificadas por dos genes
contiguos, el locus i-inICD, un islote de internalinas situado en otro punto del cromosoma. Esto
sugiere que i-inlG1/2 procede de la duplicacién y posterior reubicacion de i-inlCD, o vicecersa.

Internalinas grandes ancladas a la superficie bacteriana (L-Inls). Las secuencias primarias
de las proteinas codificadas por orfA y orfD poseen las caracteristicas estructurales basicas de
las L-Inl (Fig. 3.3.7). Las internalinas de este grupo, representadas por InlA de
L. monocytogenes, se caracterizan por presentar, ademas de un péptido sefial y la region LRR
caracteristica (region de repeticiones A), una segunda region de repeticiones (B) separadas por
una secuencia inter-repeticiones muy conservada y un dominio C-terminal de anclaje a la
pared. Este dominio puede ser de dos tipos: (i) motivo LPXTG (en el que “X“ representa
cualquier aa), a través del cual se establece un enlace covalente con el péptidoglicano
bacteriano (155,398) y que poseen InlA y el resto de las L-Inls, excepto InIB; y (ii), un motivo
Csa (cell surface anchor), organizado en tres repeticiones en tandem de 80 aa que comienzan
con glicina (G) y triptéfano (W), denominadas mdédulos GW, y que establece una interaccion
ibnica con polimeros secundarios de la pared bacteriana tales como los &acidos teicoicos (TA) o
lipoteicoicos (LTA) (50,266,493). Este tipo de anclaje es caracteristico de InIB (266). Los
productos de orfA y orfD presentan un dominio de anclaje tipo Csa, por lo que hemos
denominado a estas nuevas internalinas de L. ivanovii i-InIB2 e i-InIB, respectivamente (Fig.
3.3.5). Ademas, a diferencia del resto de L-Inls, tanto InIB como i-InIB e i-InIB2 exhiben un pl
basico. Como hemos sefialado anteriormente, estas proteinas constituyen los dos primeros
representantes de internalinas de superficie identificados en L. ivanovii.

i-InIB e i-InIB2 se diferencian en el nimero de LRRs que presentan en la region A (18
en i-InlB2 y 13 en i-InIB) y en el numero de modulos de repeticiones de GW del dominio Csa. i-
InIB presenta en su extremo C-terminal un dominio que exhibe una sorprendente homologia
estructural (53,8% de identidad en 645 aa solapados) con el dominio de anclaje a la pared
descrito en la amidasa Ami de L. monocytogenes (Fig. 3.3.8). Asi, podemos identificar en el
extremo C-terminal de i-InIB cuatro repeticiones en tdndem de 157-160 aa, cada una de los
cuales se puede dividir en dos médulos (1 y 2) que comienzan con el dipéptido GW. El médulo
1 consiste en 80-83 aa mientras que cada médulo 2 contiene 77 aa. Tanto el médulo 1 de la
primera repeticion como el

FIGURA 3.3.7 Ay B al final de la bibliografia
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moédulo 2 de la Ultima repeticiobn estan ligeramente incompletos. Los cuatro médulos 1
presentan una identidad a nivel de aa del 74,3% como media, y los mddulos 2 exhiben un 84%
de identidad. Asimismo, los modulos 1 y 2 son muy similares (30% de identidad en 77 aa
solapados). Esto sugeriria que un primer segmento de repeticion de gran tamafio se habria
originado por la duplicacién de un mddulo, y este gran fragmento posteriormente habria sufrido
tres nuevas duplicaciones.

i-InIB2 se diferencia de i-InIB por presentar una estructura C-terminal mas similar a la
de InIB de L. monocytogenes, con tres repeticiones en tandem, dos de las cuales son
incompletas, de 145 y 12 aa frente a los 155 de la que se encuentra en primer lugar). La
organizacion en dos modulos de cada repeticion reproduce la que presentan i-InlB, Ami e InIB.
El médulo 1 de la primera repeticion esta incompleto y podemos observar los primeros 12 aa
de un nuevo médulo 1 de una tercera repeticiéon (Fig. 3.3.8).

Ami se encuentra exclusivamente en la superficie bacteriana, y presenta 8 modulos
GW (266). Csa de i-InIB reproduce exactamente esta estructura de 8 modulos. Ademas, ambos
dominios comparten una gran homologia (53,8% de identidad en 645 aa solapados) lo que
sugiere que la afinidad por la pared de esta internalina podria ser analoga a la de Ami.
Teniendo en cuenta que se ha demostrado experimentalmente que un mayor ndmero de
maodulos GW confiere una mejor eficacia en la adhesién con la superficie bacteriana (50,266),
es muy

Tabla 3.3.5.B. Porcentaje de identidad® entre las internalinas grandes asociadas a la superficie
de LIPI-2, InIB e InlA de L. monocytogenes.

Internalina i-InIB2 i-InlB InIB InlA
(tamafo en aa) (aa solapados)

i-InIB2 (897) 60,6 (897) 37,0 (630) 39,4 (800)
i-InIB (1078) 35,8 (630) 35,9 (800)
InIB (630) 36,4 (630)
InlA (800)

? Los porcentajes de identidad se han calculado siguiendo una metodolog{ia id{entica a la descrita en la
leyenda de la Tabla 3.3.5.A
Notese como el porcentaje de identidad entre las dos internalinas de superficie de LIPI-2 contrasta

marcadamente con el que muestran el resto de las I-Inl entre si, lo que sugiere un posible origen por
duplicacion, al igual que las s-Inls de LIPI-2.
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Figura 3.3.8. Andlisis estructural del dominios Csa de las internalinas de superficie de LIPI-2,
InIB y la proteina Ami.

(A) Alineamiento miltiple de la secuencia aminoacidica de los dominios Csa (Cell surface
anchor) de i-IniB, i-InIB2, InIB y Ami de L. monocytogenes (nimero de acceso U82488). Hemos
seguido el mismo procedimiento descrito en la leyenda de la figura 3.3.6 para alinear las tres
secuencias polipeptidicas. En el margen izquierdo se indica el nombre de las proteinas de las
que proceden los dominios Csa. Asimismo, se indican las posiciones que se corresponden con
el inicio del dominio Csa en las distintas proteinas. Asi, en i-InIB se corresponde con la posicion
475, 585 en i-InIB2, 399 en InIB, y 273 en Ami. Las repeticiones (R) de 161 aa que presenta el
dominio Csa se indican mediante segmentos denominados R1-R4. Ademas, se sefiala cada
uno de los dos médulos (1 y 2) en que se dividen estas repeticiones. Se puede comprobar
como Ami e i-InIB muestran una estructura similar de 4 repeticiones con 2 médulos cada una
de ellas. Por el contrario, i-InIB2 mantiene tan s6lo R1 y R2 e InIB el médulo 2 de R3, R4 y el
inicio de una nuevo médulo 1.

(B) Representacion esquematica de la estructura de los dominios Csa de Ami, IniIB, i-InIB2 e i-
InIB. La nomenclatura empleada es la misma descrita en el panel A. Ademas, se indica el
dipéptido de Glicina (G), triptéfano (W) con que se inician los mddulos de repeticiones. M1y M2
representan los moédulos uno y dos se cada unidad de repeticiones (R).
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probable que i-InIB, al igual que Ami (50) permanezca mayoritariamente anclada a las células
de L. ivanovii, mientras i-InIB2 se presente, al igual que InIB de L. monocytogenes, tanto en
forma asociada con la superficie como en

forma soluble en el sobrenadante de cultivo. Ambas formas median la activacion de PI-3K
(255). Sin embargo, es interesante constatar que Unicamente la forma soluble de InIB es capaz
de inducir la reorganizacion del citoesqueleto de actina en las células que va a invadir (52,255).
Por lo tanto, el débil anclaje de InIB, y posiblemente i-inIB2, podria modular los fenbmenos de
transduccion de sefiales especificos mediados por la forma soluble de InIB (266).

orf3. Como hemos sefialado anteriormente, este gen, para cuyo producto no hemos
encontrado proteinas significativamente homologas en las bases de datos, es el Ultimo por el
extremo derecho que es especifico de L. ivanovii. A partir de él, todas las ORFs (empezando
por orf4/ydel) estan presentes en L. monocytogenes y L. innocua.

Sefiales de regulacion por PrfA presentes en la region. El andlisis de las secuencias
intergénicas de la regidon de L.ivanovii caracterizada en este estudio nos ha permitido
identificar secuencias palindrémicas compatibles con cajas PrfA delante de todos los loci S-inl
(véase Tabla 3.3.4). Experimentalmente hemos demostrado para dos ellas, i-inlE e i-inlF, que
su expresion esta efectivamente controlada por PrfA (144). De las dos L-Inls identificadas,
Unicamente i-inlB2 esta precedido por una caja PrfA (véase Tabla 3.3.4). orf3 no posee caja
PrfA.

3.3.2.5.2 Analisis de los extremos de laregién especifica de L. ivanovii.

Para identificar con precision los puntos de insercién de la region especifica de L. ivanovii,
hemos alineado sistematicamente las secuencias de DNA obtenidas tras sucesivas PCRs
inversas realizadas en las regiones flanqueantes con los datos disponibles del genoma de
L. monocytogenes EGDe. En ambas especies, las secuencias cromosémicas exhiben un
85,37% de identidad en 636 nts solapados del segmento cromosémico flanqueante por la
izquierda y un 75,18% de identidad en 2215 nts solapados de la regién flanqueante derecha
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Figura 3.3.9. Alineamiento de la secuencia de nucleotidos del extremo izquierdo de LIPI-2. La secuencia
de la region ysnB-tRNA*? de L. ivanovii y el extremo izquierdo de LIPI-2 (zona promotora de i-inIB2) ha
sido alineada mediante el programa GAP (GCG) con la secuencia de DNA de su regidén correspondiente
del cromosoma de L. monocytogenes EGDe. En el margen derecho se muestra la numeracién de los
nucledtidos. En L. ivanovii el inicio se corresponde con el extremo 5’ de la secuencia de ysnB que hemos
determinado en este trabajo (nUmero de acceso AJ271621). En L. monocytogenes, se empieza a numerar
desde el posible inicio de la traduccion de ysnB en EGDe. En el margen izquierdo se indica la especie y
los nombres de los genes. L.iv., L. ivanovii; L.mo. L. monocytogenes. La region intergénica esta sefialada
por L.iv. o L.mo. El posible codén de inicio de la traduccién y la secuencia RBS de 2302.1 se encuentran
subrayadas. La direccion de la transcripcion se indica mediante una punta de flecha (>). El codén de fin
de la transcripcion de ysnB se resalta en negrita. La secuencia codificante del tRNA*Y se sefiala en
cursiva y subrayada. La secuencia de LIPI-2 esta doblemente subrayada. El punto exacto de divergencia
entre las secuencia de ambas especies, que determina el extremo izquierdo de LIPI-2 se indica con un
triangulo invertido. La posicion del oligo PI-82 se sefiala con una flecha encima de la secuencia.

(Figs. 3.3.9 y 3.3.10). Hemos considerado como extremos de la region especifica de L. ivanovii
a aquellos puntos a partir de los cuales se interrumpe bruscamente el alto grado de identidad a
nivel nucleotidico que presentan las secuencias de L. monocytogenes y L. ivanovii, pasando a
tan so6lo un 43,6% en el extremo izquierdo y un 36,4% en el derecho. El punto de
discontinuidad entre los genomas de L. monocytogenes y L.ivanovii se localiza, por la
izquierda, a 263 pb corriente abajo del codén de stop de ysnB (Fig. 3.3.9), y por la derecha, en
el nucledtido contiguo corriente arriba del codén de stop de ydel (Fig. 3.3.10).

Segun los datos hasta aqui presentados, el segmento especifico de L. ivanovii, en tanto
que isla cromosémica asociada con la virulencia y especifica de una especie patégena,
responderia al concepto de PAI. En el punto de insercién del 75% de las PAls descritas hasta
la fecha en patdgenos bacterianos se encuentran loci tRNA (208,220,248). Estos tRNAs sirven
como secuencias diana para la integracion en el cromosoma de elementos genéticos maviles,
lo que sugiere que las PAIs se han originado a partir de bloques de informaciéon genética
adquiridos por transferencia horizontal (84,220).

Decidimos, por tanto, analizar la posible existencia de loci de tRNAs en toda la regién
caracterizada. Para ello utilizamos el programa informatico tRNAscan-SE v.1.11 (343). En el
segmento comprendido entre ysnB y el inicio del fragmento especifico de L. ivanovii,
identificamos un gen tRNA de arginina (tRNA*9). La organizacion genética de la zona es similar
en L. monocytogenes EGDe y B. subtilis y en ambas especies existe también un tRNA*® en la
misma localizacion. Mientras que L.ivanovii comparte una organizacion similar a la de
L. monocytogenes en la zona cromosémica que flanquea por la derecha a la region especifica,
el fragmento que se encuentra a la derecha del locus ysnB en B. subtilis difiere completamente
en cuanto a composicién génica. Estos datos proporcionan indicaciones acerca del posible
mecanismo de adquisicidon de la isla cromosdmica de L. ivanovii y del papel de la region
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intergénica donde se encuentra el tRNA*? en la plasticidad genémica de las bacterias Gram-
positivas (véase también apartado 3.3.2.7). El analisis comparado de la region situada entre
ysnB e ydel en L. ivanovii y L. monocytogenes EGDe revel6 la existencia en el genoma de esta
Gltima de una ORF adicional, denominada 2302.1, que no presenta homologias en las bases
de datos de proteinas. La presencia de esta ORF fue confirmada experimentalmente mediante
PCRs realizadas con oligonucleétidos especificos disefiados a partir de la secuencia de ysnB
(YS-1y PI-82, Fig. 3.3.12 y Tabla 4.4) y de ydel (PI-81 Fig. 3.3.12 y Tabla 4.4) de EGDe.
Utilizando las parejas de oligonucledtidos YS-1/PI-81 y PI-82/PI-81, obtuvimos dos amplicones
de 2,66 y 2,33 kb respectivamente, correspondientes a 2302.1 y sus regiones intergénicas.
Estos resultados coincidian exactamente con la distancia estimada a partir de la informacién
genodmica de EGDe. Se ha descrito que la integraciéon de PAls en genes tRNA puede ir
acompafiada de deleciones de fragmentos de DNA de diferente tamafio (37,42,367,388).
Parece por lo tanto probable que el mecanismo de integracién de la isla cromosémica de
L. ivanovii haya dado lugar a un fendmeno de delecion, ocasionando la pérdida de un
segmento de DNA de 1.763 pb en el que estaba incluida la ORF 2302.1.

Otra caracteristica prominente de las PAIs es su —habitualmente- distinto contenido en
G+C en relacién con el nucleo gendmico basico de la especie correspondiente (216). Esta
diferente composicion del DNA refleja el origen exégeno de los determinantes genéticos que
componen estas PAIl y su adquisicién en momentos relativamente recientes de la evolucién por
un mecanismo de transferencia genética horizontal (208,216,327,1). De nuevo coincidente con
el concepto de PAI, la isla gendmica especifica de L. ivanovii se caracteriza, tal y como hemos
descrito en el apartado anterior, por presentar un contenido en G+C significativamente inferior
al promedio de L. ivanovii. Para analizar si los puntos de insercién de la isla gendmica se
corresponden con un cambio significativo en el % de G+C, analizamos la composicion del DNA
en los segmentos cromosémicos contiguos a los extremos. Comprobamos que el contenido en
G+C varia bruscamente en los limites previamente identificados basandonos en el criterio de
divergencia con la secuencia de L. monocytogenes (Figs. 3.3.9 y 3.3.10). Asi, el porcentaje de
G+C cambia bruscamente de un 40% en la region izquierda (locus ysnB-tRNA*%) comin a
L. monocytogenes y L. ivanovii a un 33,9% en la zona especifica de L. ivanovii (locus i-inlB2).
Igualmente, por la zona derecha el porcentaje cambia desde el 36% en la zona comun (locus
ydel) al 30% en la zona especifica (orf3).

En los extremos de muchas PAls se han descrito secuencias que forman repeticiones
directas, las cuales estan presumiblemente asociadas con la movilidad/inestabilidad de la
correspondiente regidn. Estas secuencias, sin embargo, no se encuentran presentes en las
PAIs evolutivamente mas antiguas y por tanto estabilizadas en el genoma bacteriano, como
SPI-1 (382), SPI-2 (236), SPI-3 (415) y SPI-4 (596) de Salmonella, LEE de E. coli, PaLoc de
Clostridium difficile (54) o la propia LIPI-1 de Listeria (200). En los extremos de la isla genémica
especifica de L. ivanovii aqui caracterizada no hemos
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Figura 3.3.10. Alineamiento de la secuencia de nucleétidos del extremo derecho de LIPI-2. Siguiendo una estrategia
similar a la descrita en la leyenda de la figura 3.3.9, la secuencia de la regién ydel-yjdN de L. ivanovii y el extremo
derecho de LIPI-2 (orf3) han sido alineadas con la secuencia de su region correspondiente en el genoma de
L. monocytogenes EGDe. En el margen derecho se representa la numeracion de los nucleétidos. En L. ivanovii, se
inicia a partir del codén de stop de orf3. En L. monocytogenes es correlativa a la presentada en la figura 3.3.9, ya que
es la misma region. En el margen izquierdo se indica la especie y los nombres de los genes. L.iv., L. ivanovii; L.mo.
L. monocytogenes. Los codones de stop de ydel en ambas especies y el de 2302.1 en L. monocytogenes se
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destacan en negrita. La direccion de la transcripcion se indica mediante puntas de flecha (>/<). La secuencia de LIPI-2
esta doblemente subrayada. El punto exacto de divergencia entre las secuencia de ambas especies, que determina el
extremo derecho de LIPI-2 se indica con un triangulo invertido. La posicién de los oligos PI-83/PI1-81 se sefiala con una
flecha encima y debajo de su secuencia, respectivamente. Por Ultimo, la estructura palindromica localizada en el
extremo derecho de LIPI-2 se indica con dos flechas invertidas.

encontrado secuencias que den lugar a ninguna repeticion directa. Tampoco hemos
identificado otros elementos genéticos asociados con movilidad, tales como IS o genes de
integrasas o transposasas.

3.3.2.5.3 LIPI-2, una nueva isla de patogenicidad de Listeria.

En conclusién, hemos identificado entre los loci ysnB e ydel una regién cromosémica de 22 kb
especifica de L. ivanovii y que esta implicada en la virulencia. Dicha regién tiene un contenido
en G+C significativamente distinto al promedio del genoma de la especie, en su punto de
insercion se localiza un tRNA y presenta inestabilidad genética, dando lugar a una gran
deleciéon que arrastra a toda una porcidn de la regién especifica. Estas caracteristicas
satisfacen la mayoria de las premisas enunciadas para lo que actualmente se conoce como
PAls (208,216,220,303), concepto utilizado para definir aquellos elementos multigénicos
asociados con la virulencia que estan presentes en el genoma de las especies o variedades
patégenas, han sido adquiridos por transferencia horizontal, y juegan un papel esencial en la
evolucion de la virulencia en las poblaciones bacterianas. Hemos denominado por lo tanto LIPI-
2 (Listeria Pathogenicity Island 2) a esta regidn cromosémica, siguiendo una nueva
nomenclatura similar a la utilizada en otras bacterias y que proponemos para la designacion de
todo locus de patogenicidad de considerable tamafio y genéticamente heterogéneo (i.e.
codificando al menos dos tipos distintos de especies moleculares de factores de virulencia)
presente en Listeria. Con esta nomenclatura hemos denominado LIPI-1 al cluster hly de
virulencia y que juega un papel primordial en el parasitismo intracelular de Listeria (véase
apartado 1.3.1).

3.3.2.6. Estudio de LIPI-2 en distintas cepas de L. ivanovii.

Una de las principales caracteristicas de las PAls es su ausencia en especies relacionadas no
patégenas o en aquellas que poseen mecanismos de patogenicidad diferentes. Asimismo, las
PAIs pueden ser adquiridas y delecionarse desde los genomas bacterianos debido a la
inestabilidad (y algunas, capacidad de movilizacién) que presentan. Ademas, se han descrito
numerosos ejemplos de variabilidad en la organizacién de la estructura genética de una misma
PAI en diferentes cepas o serotipos (75,78,458,581).

Dado que por sus repeticiones internas los genes inl pueden estar sometidos a un
elevado grado de recombinacion intra- e intergénica, decidimos investigar la posibilidad de
variabilidad genética en LIPI-2. La especie L. ivanovii esta compuesta por dos subespecies,
ivanovii, que es mayoritaria, y londoniensis. Esta Ultima presenta una significativa divergencia
genética respecto de la primera (44), manifestada, por ejemplo, en un distinto patréon de
restriccion en los andlisis Southern blot utilizando smcL como sonda (195).

71



Analizamos en primer lugar la estructura de LIPI-2 en tres cepas de L. ivanovii subsp.
ivanovii de origen geografico distinto (ATCC19119', D-23 y P-55). Para ello empleamos un
panel de parejas de oligonucledtidos con el que amplificamos cada determinante genético de la
isla cromosémica (Fig. 3.3.12 y Tabla 4.4). Los tamafios de las amplificaciones especificas
obtenidas coincidieron exactamente en las tres cepas, con lo que concluimos que la estructura
de LIPI-2 esta perfectamente conservada en distintos clones de la subespecie ivanovii.

A continuacion sometimos al mismo andlisis una cepa de L.ivanovii subsp.
londoniensis. En este caso no logramos obtener resultados positivos con algunas de las
parejas de oligonucleétidos: PI-72/57 y PI-77/73, especificas de i-inlB2, y Efseq3/Efdown2,
especifica de orf3 (Fig. 3.3.12 y Tabla 4.4). Recordemos que estos dos genes se sitdan en
cada uno de los extremos de LIPI-2 (izquierdo y derecho, respectivamente). El patron de
amplificacion fue idéntico para el resto de los genes de LIPI-2 (Fig. 3.3.12). Para comprobar si
la ausencia de amplificacién con los oligonucleétidos especificos de i-inlB2 y orf3 era debida a
simple variabilidad de las secuencias diana o que dichos genes no se encuentran presentes, se
amplificaron las correspondientes regiones utilizando oligonucleétidos disefiados en genes
flanqueantes (ysnB/i-inlL para i-inIB2, i-inlE/ydel para orf3) (Fig. 3.3.10 y Tabla 4.4). El analisis
de los productos de PCR obtenidos revelé la ausencia de los genes i-inlB2 y orf3, lo que indica
que existe variabilidad en la region de los extremos de LIPI-2 entre las dos subespecies de
L. ivanovii.

Los anteriores resultados confirman asimismo que LIPI-2 se encuentra insertada en el
mismo punto cromosémico en las distintas cepas de L. ivanovii subsp. ivanovii asi como en
L. ivanovii subsp. londoniensis. Como era de esperar, por tanto, no se obtuvo ningln producto
de amplificacion con una pareja de oligonucleétidos disefiados en las regiones flanqueantes al
punto de insercion y orientados hacia la isla genémica (PI-82/81), indicando la presencia de un
gran fragmento de DNA entre los loci ysnB e ydel (Fig. 3.3.10 y Tabla 4.4).

3.3.2.7. Estructura de la region de insercion de LIPI-2 en
Listeria spp.

Decidimos estudiar la estructura de la regién flanqueante al punto de insercion de LIPI-2 en el
resto de las especies del género Listeria para determinar la posible existencia de variabilidad
genética en ese punto. Para ello realizamos un mapeo por PCR utilizando oligonucleétidos
derivados de los loci ysnB e ydel. Tal y como hemos demostrado en el apartado anterior, en
L. monocytogenes EGDe, entre ysnB e ydel se encuentra una nueva ORF, denominada
2302.1. Para disefar los oligonucleétidos en las regiones con maxima homologia, utilizamos
los alineamientos de los genes flanqueantes a la zona de insercion de LIPI-2 en
L. monocytogenes EGDe y L. ivanovii (Figs. 3.3.9 y 3.3.10). De esta forma disefiamos YS-3 y
P1-82 en la region de ysnB asi como PI-81 y PI-83 en ydel (Fig. 3.3.10 y Tabla 4.4). Estos
oligonucledtidos fueron utilizados para llevar a cabo PCRs con DNAs obtenidos a partir de
cepas pertenecientes a distintos serotipos y representantes de los dos grupos genéticos o
divisiones descritos en L. monocytogenes (60,431) (P14 serotipo 4b, SLCC 2755 serotipo 1/2b
y SLCC 2540 serotipo 3b, integrantes de la divisién |; EGDe serotipo 1/2a 'y L028 serotipo 1/2c,
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SLCC 2373 serotipo 3a pertenecientes a la division Il). Las especies apatdgenas L. innocua,
L. seeligeri, L. welshimeri y L. grayi (incluida su subsp. murrayi) también fueron analizadas.

Sorprendentemente, utilizando las parejas de oligonucledtidos PI-81/82 e YS-3/PI-81
s6lo conseguimos resultados positivos con EGDe, obteniendo los productos de PCR ya
conocidos de 2,3 y 2,66 kb, respectivamente. Estos amplicones se corresponden con 2302.1 y
sus regiones flanqueantes. Para P14, L028, SLCC2755, asi como las especies apatdgenas de
Listeria, no logramos obtener ningun producto amplificado. Este resultado podria explicarse por
un fracaso en la hibridacion de los oligonucleétidos debido a la variacién genética con respecto
a EGDe/L. ivanovii, 0 bien a la presencia de un nuevo fragmento de DNA de considerable
tamafio en esta misma region.

Si bien la primera posibilidad parecia poco probable dado que las secuencias
nucleotidicas de EGDe y L028 son basicamente idénticas (60), decidimos comprobar si los
oligonucledtidos disefiados (YS-3, YS-4, PI-81, PI-83, PI-82) eran capaces de amplificar
especificamente los genes flanqueantes a LIPI-2 en las distintas especies. Asi, como se
muestra en la Fig. 3.3.12, obtuvimos amplificaciones positivas en todas las especies para los
genes ysnB (YS-3/4), ydel (P1-81/83). Por tanto, el fracaso en la amplificacién del locus
ysnB/ydel no se debe a una incorrecta hibridacién de los oligonucleétidos disefiados.

Como ya hemos sefialado anteriormente, 2302.1 se localiza entre ysnB y ydel en
L. monocytogenes EGDe. Para estudiar si se encuentra presente en el resto de las especies de
Listeria, asi como para determinar si ocupa la misma posicion que en EGDe, decidimos disefiar
la pareja de oligonucleétidos m-1 y m-2 (Fig. 3.3.12 y Tabla 4.4) a partir de la secuencia de
2302.1. Con ambos oligonucleétidos hemos obtenido el producto amplificado de 470 pb
especifico de 2302.1 en todos los serovares de L. monocytogenes y en L. innocua. Con el fin
de analizar la posicién de 2302.1 con respecto a ysnB y ydel, realizamos PCRs utilizando los
oligonucleétidos YS-4/m-2 y PI-81/m-1 para amplificar las regiones ysnB/2302.1 y 2302.1/ydel,
respectivamente. En EGDe, obtuvimos dos amplificaciones que se corresponden con los
tamafios esperados de 1,8 y 1,3 kb segun los datos de la secuencia conocida. Sin embargo, en
el resto de las cepas de L. monocytogenes asi como en la especie apatégena L. innocua,
mientras un mismo fragmento de 1,3 kb era amplificado entre ydel y 2302.1 (PI-81/m-1),
fracasaron todos los intentos por amplificar la regién comprendida entre 2302.1 e ysnB-tRNA**
(Fig. 3.3.12).

Estos resultados favorecen la segunda de las explicaciones mencionadas mas arriba,
en la que se sugeria la presencia de un fragmento adicional de DNA en la regién cromosémica
situada entre el extremo 3’ de ysnB donde se localiza tRNA*? y 2302.1. Esto supondria que un
mismo lugar de insercion definido por la presencia de un tRNA, puede ser utilizado como sitio
para la integracion de diferentes fragmentos de DNA. Esta region, por tanto, podria ser
considerada como un “punto caliente” de variabilidad genética importante para la evolucion
adaptativa en Listeria. Una situacion similar ha sido recientemente descrita en otras bacterias,
como E. coli, Yersinia enterocolitica, y Vibrio cholerae (216,269,458), en donde diferentes
segmentos de DNA se encuentran insertados en una misma regién en distintas cepas.
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Figura 3.3.11 : apaisada después de la bibliografia

74



Figura 3.3.11. Estructura de LIPI-2 y la region de insercion en Listeria spp.

(A) En la parte superior se representa el mapa fisico de la estructura genética de LIPI-2 en L. ivanovii
subsp. ivanovii. Para mas detalles véase la leyenda de la Fig. 3.3.5. Las flechas de pequefio tamafio se
corresponden con los oligonucledtidos utilizados para amplificar especificamente cada uno de los genes
presentes en LIPI-2. Las flechas con trazo mas grueso resaltan los oligonucleétidos empleados en el
andlisis de los extremos de LIPI-2, localizandose su secuencia en las regiones flanqueantes. En la parte
inferior se muestra la foto de la electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados por PCR
obtenidos en L. ivanovii subsp. ivanovii (nimeros 1) y L ivanovii subsp. londoniensis (nimeros 2)
utilizando las parejas de oligonucleétidos indicados en el esquema superior. Los genes analizados se
sefialan en la parte inferior de la foto correspondiéndose con las bandas obtenidas en el gel. Unicamente
se observan diferencias entre ambas subespecies en los dos genes situados en los extremos de LIPI-2: i-
inIB2 y orf3. Tan so6lo en L. ivanovii subsp. ivanovii se obtienen amplificaciones. Se indica con flechas el
tamafio diferente de los amplicones obtenidos al amplificar con PI-82/62 el borde izquierdo (E.l.) y con
24A/P1-81 el borde derecho (E.D.) de LIPI-2 en ambas subespecies. Este dato corrobora la delecion de
orf3 e i-inlB2 en LIPI-2 de L. ivanovii subsp. Londoniensis, y confirma la insercion de LIPI-2 en el mismo
locus ysnB-tRNA®® en ambas subespecies. En las amplificaciones de orf3 y smcL se sefiala con una
flecha la banda difusa de muy pequefio tamafio que se corresponde con un exceso de oligonucledtidos
empleado en su amplificacion.

(B). Organizacion fisica del locus ysnB-ydel de L. monocytogenes EGDe. El color negro de las flechas
muestra que se presentan también en L. ivanovii. El color gris indica que 2302.1 no se encuentra en
L. ivanovii. Las flechas de pequefio tamafio representan las posiciones de los oligonucleétidos utilizados
para las amplificaciones que se indican en la foto de la derecha. Con el triangulo se sefiala la presencia
de un fragmento de tamafio desconocido que se encuentra separando ysnB y 2302.1 en las especies de
Listeria spp. analizadas. Las fotos de la derecha indican el andlisis de la estructura de este locus en
distintos serovares de L. monocytogenes y en el resto de especies del género Listeria. Asi, la linea A es
L. ivanovii subsp. ivanovii; B, L. ivanovii subsp. londoniensis; C, L. monocytogenes EGDe (serotipol/2a);
D, L. monocytogenes P14 (serotipo 4b); E, L. monocytogenes L028 (serotipo 1/2c); F, L. monocytogenes
SLCC 2755 (serotipo 1/2b); G, L. monocytogenes SLCC 2373 (serotipo 3a); H, L. monocytogenes SLCC
2540 (serotipo 3b); I, L. innocua ATCC 33090; J, L. seeligeri CIP 100100; K, L. welshimeri SLCC 5334; L,
L. grayi; M, L.grayi subsp. murrayi. En la parte superior de cada foto se detallan la pareja de
oligonucle6tidos empleada en cada amplificacién. Se comprueba que en todas las especies, excepto en
L. grayi y L. grayi subsp. murrayi, se obtienen amplificados para ysnB e ydel. Sin embargo, Unicamente
hemos logrado amplificar 2302.1 en L. monocytogenes y L. innocua. Ademas, mientras los amplicones
obtenidos entre 2302.1 e ydel coinciden en todos los casos (el tamafio se indica con una flecha),
Unicamente en la cepa EGDe hemos logrado obtener un producto amplificado (1,8 kb) entre ysnB y
2302.1.

3.3.3. Discusion.

Hemos descrito en este capitulo un nuevo locus de virulencia en Listeria, LIPI-2, compuesto por
doce genes. Se trata de una PAI de 22 kb exclusiva de L.ivanovii, una especie que, a
diferencia de L. monocytogenes, muestra patogenicidad selectiva para los rumiantes. LIPI-2
esta insertada entre los loci ysnB e ydel, los cuales en L. monocytogenes se encuentran
adyacentes, separados Unicamente por una ORF (2302.1) que, a su vez, estd ausente en
L. ivanovii.

Las PAIs son bloques de informacion genética requeridos para las funciones de
virulencia y que han sido adquiridos por transferencia horizontal, confiriendo a las bacterias
receptoras una propiedad patogénica determinada. (209,220,217). Asi, por ejemplo, la
presencia de un tipo concreto de PAI en una determinada region cromosomica de E. coli
confiere a las cepas portadoras propiedades uropatogénicas o enteropatogénicas (414). Las
PAls juegan por tanto un papel crucial en la evolucibn de la virulencia bacteriana,
entendiéndose ésta actualmente como una sucesion de saltos cuanticos que son el resultado
de la incorporacion al patrimonio genético de la bacteria de nuevos loci de virulencia que
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resultan seleccionados al aportar una ventaja evolutiva a corto plazo en el propio hospedador
(208). En este sentido, las PAls representan un concepto totalmente analogo, tanto en términos
genéticos como evolutivos, a lo que representan los cassettes de multirresistencia a
antibioticos. Tras su incorporacion, las PAls van adaptandose y refinAndose poco a poco hasta
guedar totalmente integradas en el patrimonio genético de la especie que la adquirid. De esta
forma, nos encontramos en el mundo de las bacterias patégenas con PAIls en diferentes grados
evolutivos, desde aquellas todavia capaces de movilizacion a través de elementos genéticos
tales como fagos, plasmidos integrativos, IS o transposones, hasta aquellas otras totalmente
estabilizadas y en las que incluso no se encuentra traza alguna del mecanismo de movilizacién
original ni evidencia de una composicion genética exdgena (216,220,327,420).

El concepto de PAI ha aportado la base conceptual para comprender como nace y se
hace un microorganismo patégeno. La virulencia es un proceso multifactorial y es dificil que la
adquisicion de una sola PAI, por muy grande y compleja que ésta sea, pueda convertir a un
microorganismo comensal en patégeno. La evolucion de la virulencia hay que contemplarla
como un proceso gradual en el que la adquisicién ordenada y dirigida por la evoluciéon de un
conjunto de bloques de material genético exdégeno ha ido confiriendo pequefias ventajas
evolutivas al dar acceso a nuevos nichos o nuevas capacidades para competir en el organismo
hospedador. Una vez desarrollado un determinado fondo gendmico requerido para la vida
parasita, es posible que la adquisicibn de un bloque de DNA critico confiera una ventaja
selectiva a corto plazo muy llamativa, dando lugar a la creacién de una nueva patovariedad.
Actualmente se concibe el genoma de un microorganismo patégeno como un conjunto de PAls
insertadas sobre un nucleo de informacion genética comudn a un grupo filogenético determinado
y que son responsables de las distintas fases del proceso infeccioso que dicho patégeno es
capaz de generar (216).

En este contexto, LIPI-2 cumple la mayoria de las premisas que definen a las PAls,
v.g.: (i) esta implicada en la virulencia de la bacteria portadora y se encuentra presente de
forma exclusiva en una especie que representa a una patovariedad dentro del género Listeria;
(i) tiene gran tamafio y esta formada por mdltiples genes; (iii) su porcentaje de G+C es
significativamente distinto del que caracteriza al nucleo genémico donde se encuentra
insertada; (iv) su punto de insercion estd asociado con un locus tRNA; y (v) presenta
inestabilidad genética, dando lugar de forma espontanea a una delecion especifica que
disminuye el grado de virulencia.

Precisamente ha sido la Ultima de las caracteristicas enumeradas la que nos ha
permitido identificar a LIPI-2. El analisis genético de los mutantes 44/2, GD-1 y GD-3 nos
permitié caracterizar una regién cromosomica de 17,5 kb que se deleciona espontaneamente.
El estudio de su secuencia reveld que esta region estaba integrada por dos unidades
estructural y funcionalmente distintas. Por un lado, las 7,5 kb préximas a su extremo derecho
eran comunes a L. ivanovii, L. monocytogenes EGDe y, también, L. innocua, y algunas de sus
proteinas codificadas tenian funcién metabdlica. Ademas, el contenido en G+C de esta region,
36%, era similar al estimado para el genoma de L. ivanovii. Por el contrario, las 10 kb situadas
en el extremo izquierdo presentaban un contenido medio en G+C significativametne inferior,
31%, y estaban integradas por genes especificos de L. ivanovii potencialmente asociados con
la virulencia (smcL y varios genes de internalinas). La extension de esta porcion izquierda

76



mediante PCRs inversas nos permitio, finalmente, completar las 22 kb que componen la isla
gendmica especifica de L. ivanovii.

Los fendmenos de delecién constituyen una caracteristica frecuente de las PAls. Asi,
se han descrito deleciones espontaneas de distintos tamafios en PAIls de los patégenos
Y. pestis (148), Y. enterocolitica (90), Y. pseudotuberculosis (67), cepas uropatogénicas de
E. coli (42), Bacteroides fragilis (160), H. pylori (78), Haemophilus influenzae y S. pyogenes
(420). Cuando se trata de PAIs de reciente adquisicién, dichos fendbmenos pueden tener su
origen en la persistencia de los mecanismos especificos de movilizacion. En otros casos, estas
deleciones pueden reflejar meramente la inestabilidad genética intrinseca de una region
todavia en proceso de adaptacion al entorno genético en el que una vez se integré (209). Este
parece ser el caso de LIPI-2, ya que el andlisis de los extremos del segmento delecionado,
idénticos en los tres mutantes obtenidos de forma independiente, no nos ha permitido
identificar ninguna estructura genética que pueda implicar un mecanismo especifico de
delecioén. Las excisiones de material genético pueden abarcar a toda la PAI o bien a partes de
ésta, e incluso afectar, como en LIPI-2, a regiones cromos6micas adyacentes tan extensas
como 7,5 kb. Deleciones de extremos de PAls junto con segmentos de diferentes tamafos de
su DNA flanqueante han sido previamente descritas en diversos patégenos, como Bacteroides
fragilis (160), Y. enterocolitica (18) y E. coli (42).

Desde un punto de vista evolutivo, no sélo la adquisicion de genes sino también los
procesos de delecion contribuyen de forma decisiva a la diversificacion genética y la
especiacion (322). Las deleciones pueden representar un tipo especial de adaptacién a
determinados nichos o situaciones en los procesos infecciosos. Asi, se ha descrito que cepas
de E. coli uropatogénicas (UPEC) aisladas de pacientes con infecciones cronicas del tracto
urinario presentan menos genes de virulencia que aquellas aisladas de procesos agudos (219).
Este ejemplo indica que las deleciones de (o0 en) determinadas PAls pueden convertir cepas
altamente virulentas durante la fase inicial de una infeccion en moderadamente virulentas
durante los estados crénicos de la misma. Por otro lado, un concepto opuesto al de PAI ha sido
recientemente propuesto para distintas especies de Shigella y E. coli enteroinvasivo (219,365).
Segun dicho concepto, la conversién de un microorganismo comensal en patégeno no sélo
conllevaria la adquisicién de genes de virulencia sino la pérdida por delecién de blogues de
genes denominados “agujeros negros”. Por lo tanto, los procesos de delecion pueden constituir
un modo adicional de modulacién de la virulencia, contribuyendo a la adaptacion in vivo de los
patdgenos bacterianos a ciertas etapas del proceso infeccioso (17). Sin embargo, en
condiciones in vitro como las que se han utilizado para obtener los mutantes de delecion de
LIPI-2, estas deleciones pueden reflejar simplemente la falta de presion selectiva de
conservacion de una region inestable (420). No olvidemos que es un hecho bien conocido la
pérdida por deleciéon de regiones asociadas con genes de virulencia favorecida por pases
prolongados de los patégenos en condiciones de laboratorio.

Los bordes del fragmento delecionado estan definidos, a la izquierda, por la regién
intergénica localizada entre dos miembros de la familia de las internalinas, i-inll/i-inld, y a la
derecha, por orf9, que codifica una proteina de membrana con homologias a bombas de eflujo
implicadas en resistencia a antibidticos (40). La presencia de genes de resistencia a
antibidticos no es inusual en las proximidades de regiones adquiridas por transferencia
genética horizontal. En el caso de Listeria, en el extremo derecho del islote de patogenicidad
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especifico de L. ivanovii integrado por las internalinas i-inIC e i-inID, existe un gen de
multiresistencia a antibiéticos y un regulador con homologias a la familia TetR de reguladores
transcripcionales (143). En L. monocytogenes, hemos identificado un posible gen de resistencia
a antibidticos en el borde izquierdo de otro islote de virulencia, el locus hpu responsable de la
proliferacidn intracelular por utilizacién de hexosas fosfato (85,473). El analisis de la region hpu
en la base de datos del genoma de L. monocytogenes EGDe nos ha permitido identificar
ademas la presencia de genes implicados en movilizacion genética, como transposasas.

El hecho de que el punto de insercion de LIPI-2 se encuentre asociado con un gen
tRNA es muy relevante ya que sugiere que su adquisicion se ha producido a través de un
proceso de transferencia horizontal, posiblemente vehiculada por un elemento movil tipo
bacteriéfago o plasmido integrativo. De hecho, es muy comdn que las PAls identificadas en
bacterias Gram-negativas se encuentren insertadas en un locus tRNA. Esta circunstancia, sin
embargo, no se habia descrito hasta ahora en Gram-positivos, constituyendo LIPI-2 (junto con
el locus i-inlICD) el primer ejemplo de PAI integrada en un locus tRNA en esta subdivisién
bacteriana.

El mapeo por PCR del locus ysnB/2302.1/ydel en distintos serovares representantes de
las dos divisiones genéticas de L. monocytogenes, asi como en L. innocua, demuestra que
existe variabilidad estructural entre los extremos 3’ de ysnB y 5’ de 2302.1. Ello nos permite
sugerir que la region del locus tRNA*® constituiria un “punto caliente” para fendmenos de
recombinacidn que habrian originado la incorporacion de distintos elementos de DNA, o la
reestructuracion de su organizacion genética, en las distintas especies de Listeria. Fenébmenos
similares han sido descritos en los puntos de insercién de otras PAls, como por ejemplo SPI-5
de Salmonella (597) o VPI de V. Cholerae (269).

A pesar de que el andlisis del punto de insercion de LIPI-2 sugiere un mecanismo de
movilizaciéon especifico, no se han encontrado en esta isla gendmica restos de genes de
transposasas o integrasas o de otros elementos genéticos tales como IS o repeticiones
directas, implicados en recombinacion. La ausencia de estos elementos sugiere que LIPI-2,
tras su adquisicidn, ha sufrido un proceso de estabilizacion a lo largo de una evolucion
probablemente prolongada. A pesar de esta estabilizacion, los 22.047 pb de LIPI-2 presentan
un porcentaje de G+C del 32,27%, significativamente inferior al promedio de L. ivanovii,
estimado en un 37-38% (524). Las diferencias en el contenido de G+C entre PAls y el resto del
genoma bacteriano se han considerado como indicadores de su origen heter6logo. Ademas, se
ha descrito que esta distinta composicién de bases caracteristica del DNA exdgeno, se va
modificando a lo largo del tiempo hasta adoptar la composicién tipica del genoma hospedador
(321). Por lo tanto, se podria concluir que LIPI-2 ha sido adquirida por L. ivanovii tras un
fenémeno no del todo lejano, cronolégicamente, de transferencia genética horizontal.

Una relativa antiglledad de LIPI-2 viene en todo caso sugerida por el hecho de que la
isla genémica esta insertada en el mismo locus cromosémico en las dos subespecies de
L. ivanovii, lo que indica que fue adquirida antes de la diversificacion en los dos linajes
genéticos diferenciados que constituyen esta especie. Esta antigliedad, sin embargo, no se
remonta tan atrds en la evolucién del género Listeria ya que LIPI-2 no estd presente en
L. monocytogenes ni en L. innocua, las dos especies que forman una de las dos subramas
derivadas del ancestro comun de las listerias patégenas (véase Fig. 1.3). La otra subrama esta
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formada por L. ivanovii, L. seeligeri y L. welshimeri. El hecho de no detectarse secuencias del
gen smcL en L. seeligeri y L. welshimeri (195), asi como la significativa diferencia en la
composicién en G+C de LIPI-2 respecto del nldcleo gendmico donde se encuentra insertada,
parece indicar que la isla fue adquirida por L. ivanovii con anterioridad a la diferenciacion de la
subrama a la que ésta pertenece en las tres especies que actualmente la componen (Fig. 1.3).
El basarse en la ausencia de smcL para hacer esta aseveracion puede conducir, sin embargo,
a una falsa interpretacion ya que es perfectamente factible el que en el cromosoma de
L. seeligeri y L. welshimeri se encuentre una isla genémica de internalinas muy semejante a
LIPI-2, pero sin la insercion del gen de la SMasa. Los datos derivados del analisis de la
estructura genética de LIPI-2 sugieren, efectivamente, que smcL es un gen de reciente
adquisicion, procedente del mismo grupo filogenético bacteriano al que Listeria pertenece
(SmcL es muy semejante a la B-toxina estafilocécica y a la SMasa de B. cereus) y que se
insertd6 en un locus preexistente de genes inl (véase apartado 3.3.2.5.1). No podemos
descartar, por tanto, que la estructura basica de genes inl que componen LIPI-2 haya sido
adquirida por el ancestro comun de las tres especies en la correspondiente subrama evolutiva
del género Listeria. El andlisis de la presencia de secuencias de LIPI-2 entre los loci ydel e
ysnB en L. seeligeri y L. welshimeri, actualmente en curso, nos permitird deducir el momento
preciso de la evolucidn del género Listeria en que LIPI-2 fue adquirida. En el caso de no
hallarse secuencia alguna de LIPI-2 en L. seeligeri y L. welshimeri, no podremos descartar que
esta isla genémica se hubiese encontrado originalmente insertada en el ancestro comun de la
subrama y que, como consecuencia de la pérdida o degeneracién funcional de LIPI-1 (la PAI
primordial de patogenicidad de las listerias; véase a continuacién) -y de la consecuente
ausencia de presion selectiva de conservacién por haberse convertido las bacterias en
apatoégenas-, se hubiese perdido a través de un proceso de delecion semejante al que hemos
observado actualmente de forma espontanea en L. ivanovii.

Aunque la estructura genética de LIPI-2 es virtualmente idéntica en las subsp. ivanovii y
londoniensis, existen diferencias en sus extremos. En L. ivanovii subsp londoniensis no hemos
podido identificar i-inIB2 ni orf3, los dos determinantes genéticos localizados, respectivamente,
en los extremos izquierdo y derecho de LIPI-2 en L. ivanovii subsp ivanovii. Se han descrito
numerosos ejemplos de PAIls, como SHI-2 (388,581), SPI-2 (235), SPI-3 (38), HPI (68) y cag
(3,78), que presentan en distintas especies, serotipos o, incluso, cepas, una heterogeneidad
genética en la secuencia de sus extremos. De todas ellas, HPI es la que se ha estudiado mejor
y en ella se ha definido un ndcleo central conservado y una region variable en su extremo
izquierdo (458). Es muy probable que la variabilidad genética observada en los bordes de LIPI-
2 en las dos subespecies de L. ivanovii sea el reflejo de una evolucién divergente de esta PAI
en dos contextos genéticos diferenciados. También podria reflejar la mayor inestabilidad
genética de la regién de los extremos, circunstancia que podr{ia estar precisamente en el
origen de la excision del segmento de 10 kb del extremo derecho de LIPI-2.

Con independencia del momento de la evolucién en que LIPI-2 fue adquirida por
L. ivanovii, su composicidon mayoritaria en genes inl (diez de sus doce determinantes genéticos)
revela que esta isla gendmica tiene su origen en Listeria. Esto es asi ya que todas las
evidencias disponibles indican que la familia multigénica de internalinas es exclusiva de este
género bacteriano. Esta familia esta formada por una serie de proteinas que se caracterizan
por poseer repeticiones ricas en leucinas (LRR). La unidad LRR define una nueva estructura
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espacial dextrogira conocida con el nombre de B-hélice paralela (233,357,602). Esta estructura
esta presente en un gran numero de proteinas, actualmente conocidas como superfamilia de
proteinas LRR, la mayoria de origen eucariota. Los dominios LRR se asume que intervienen en
interacciones proteina-proteina y se encuentran en proteinas con diversas funciones, como por
ejemplo receptores implicados en transduccion de sefal, proteoglicanos de la matriz
extracelular o los productos de los genes R de resistencia a enfermedades en plantas
(288,263,267). En procariotas, las proteinas con dominios LRR son mucho menos abundantes
y se encuentran casi siempre presentes en factores de virulencia tales como IpaH de
S. flexneri, YopM de Yersinia, SspH1 y SspH2 de S.typhimurium, y la hemaglutinina
filamentosa de Bordetella pertussis (47,228,352). La presencia de una amplia familia
multigénica de proteinas LRR altamente homologas es una caracteristica Unica del género
Listeria.

Los loci de internalinas comprenden habitualmente desde dos hasta varios genes inl,
formando "islotes de internalinas”. La Unica excepcion la constituyen los genes inIC e inlF de
L. monocytogenes, que se encuentran insertados de forma aislada en el cromosoma. Todos los
genes inl presentan un alto grado de homologia de secuencia y esta caracteristica podria
encontrarse en el origen de su diversidad en Listeria, al posibilitar fenémenos de recombinacion
intra- e intergénica. Esto mismo se ha postulado precisamente para los cluster de genes R en
plantas (368), con quienes las internalinas parecen guardar un cierto paralelismo. Es
perfectamente posible en este sentido que la familia multigénica de internalinas haya surgido a
partir de un Unico determinante inl precursor. Teniendo en cuenta la gran distribucion de
proteinas LRR en eucariotas una atractiva hipotesis es que este gen inl precursor haya
evolucionado especificamente en el género Listeria tras la adquisicion por transferencia
horizontal de un fragmento de DNA de origen eucariota codificando un motivo LRR en un gen
de proteina de superficie procariota mediante procesos de duplicacion y posterior
diversificacién a través de fendmenos de recombinaciéon homoéloga. La presencia de genes inl
en varias especies de Listeria, entre ellas L. innocua, parece indicar que, efectivamente, estos
determinantes ya se encontraban en el ancestro comdn de Listeria. Esto indicaria que los
islotes de genes inl son, al menos, tan antiguos como LIPI-1 (véase apartado 1.3.1 y mas
abajo). Sin embargo, a diferencia de LIPI-1, estos islotes no se encuentran insertados en el
mismo punto del cromosoma en las distintas especies de Listeria. Cada una de estas especies,
ademas, posee un complemento distinto de genes inl. Estos hechos, unidos a que un subgrupo
de loci inl muestran una estrecha dependencia expresional respecto de LIPI-1 (a través de
PrfA) asi como, algunos de ellos, una composicion en G+C significativamente distinta a la del
resto del genoma y una clara inestabilidad (p. ej. LIPI-2), sugiere que dichos loci son
evolutivamente mas recientes que LIPI-1 y han sido (y problamente son todavia) objeto de
movilizacidn horizontal dentro del género Listeria. Como hemos sefialado mas arriba, algunos
de estos loci, como es el caso de i-inICD y la propia LIPI-2, se encuentran insertados en
asociacion con genes tRNA, una estructura utilizada frecuentemente como diana de insercién
de bacteriéfagos (84,216,220,420,474). Esto sugiere que la movilizacién de genes inl dentro de
Listeria spp. Podia haber sido llevada a cabo mediante listeriofagos, que son abundantes,
presentan infectividad interespecifica y son capaces de transduccion (245,339,484).
Considerado todo lo sefialado podemos proponer que, LIPI-2 quizés, haya evolucionado en
L. ivanovii de forma secuencial, tras la adquisicion de un nucleo de genes inl inicial, por
duplicacion y recombinacién intergénica seguida de la insercion del gen smclL, tras su
adquisicion por transferencia horizontal desde una bacteria Gram-positiva.
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De los doce genes que constituyen LIPI-2, nueve presentan cajas PrfA, lo que sugiere
que se expresan bajo el control del regulador central de la virulencia de Listeria. Estos nueve
genes forman parte de la familia multigénica de las internalinas y para dos de ellos, i-inlE e i-
inlF, hemos demostrado experimentalmente la PrfA-dependencia. S6lo uno de los genes de
internalinas presentes en LIPI-2, i-inIB, carece de caja PrfA y estd rodeado por evidentes
sefiales de terminacién de la transcripcion, lo que sugiere una expresién monocistronica PrfA-
independiente. La regulacion coordinada de los factores de virulencia es un hecho comdn en
las bacterias patégenas. La incorporacién de PAIs permite a los microorganismos tener acceso
a nuevos nichos. Sin embargo, para que los nuevos genes sean Utiles, su expresion debe estar
estrechamente coordinada con el resto del genoma. Por esta razén, los genes de virulencia
localizados en las PAls estan frecuentemente interconectados con las complejas redes de
regulacién de la bacteria receptora. Esto indica que, después de haberse producido el proceso
de transferencia genética horizontal de la PAI, las nuevas secuencias adquiridas se encuentran
sometidas a una fuerte presion selectiva, dando lugar a cambios en los promotores y otras
secuencias reguladoras mediante mutaciones puntuales para facilitar su integracion a las redes
reguladores preexistentes (219). Es evidente que esto parece haber ocurrido en LIPI-2, ya que
la mayoria de sus genes estan presumiblemente regulados por PrfA. Por lo tanto, desde un
punto de vista evolutivo, la subordinacién de LIPI-2 al control expresional de PrfA es compatible
con laidea de que la adquisicion de LIPI-2 por L. ivanovii ha sido posterior a la de LIPI-1.

Las evidencias que se van acumulando indican que en Listeria, al igual que en otros
patégenos bacterianos, los determinantes de virulencia se organizan en regiones discretas del
cromosoma o islas gendmicas. Ejemplos de estas islas los constituyen los loci que codifican las
proteinas de resistencia al stress de la familia Clp, implicadas en la supervivencia
intrafagosomica (393,394), la proteina Ami implicada en la adherencia a las células eucariotas
(1), el locus hpu arriba mencionado, y los loci o islotes de internalinas. Entre todas estas islas
genomicas existe una que es fundamental para la patogénesis de Listeria. Se trata del cluster
de virulencia de 9 kb donde se encuentra codificado el regulador central de la virulencia, PrfA, y
gue contiene la mayoria de los determinantes necesarios para el desarrollo del ciclo de vida
intracelular que caracteriza a estos microparasitos (véase apartado 1.2.1). Asi, este "cassette
de vida intracelular" esta presente en las dos especies patégenas del género, L. ivanovii y
L. monocytogenes, pertenecientes a dos subramas filogenéticas distintas que se diferenciaron
hace mucho tiempo durante la evolucién del género Listeria. En ambas especies, el cluster de
virulencia se encuentra insertado de forma estable en la misma posicién cromosémica, lo que
sugiere una adquisicion temprana por parte de un ancestro comin a las dos subramas
evolutivas. Una composicion de DNA similar a la del ndcleo genémico circundante, junto a la
ausencia de toda traza de elementos de movilidad tales como transposasas, integrasas, IS o
repeticiones directas, sugiere que dicho cluster de virulencia es una antigua PAI que se
estabilizo en el genoma de Listeria millones de afios atras, probablemente debido a una fuerte
presion selectiva de conservacién dado su caracter indispensable para la colonizacion de los
tejidos del hospedador animal. En este trabajo de tesis hemos propuesto la denominacién LIPI-
1 (de Listeria pathogenicity island 1) a esta PAI primordial para la patogénesis de Listeria,
inaugurando asi una nomenclatura unificada para la designacién de toda PAl de contenido
genéticamente heterogéneo que se describa en Listeria (566). Siguiendo esta nomenclatura,
hemos designado LIPI-2 a la PAI descrita en este trabajo.
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A diferencia de LIPI-1, LIPI-2 es especifica de L. ivanovii, lo que sugiere que podria
estar implicada en la patogénesis diferencial de esta especie. De los diez genes de internalinas
presentes en la isla, ocho codifican pequefas internalinas secretadas PrfA-dependientes (S-
Inl). De esta forma, L.ivanovii aparece dentro del género Listeria como una especie
especialmente rica en S-Inl, ya que el otro locus de genes inl identificado en esta especie, i-
inlICD, también codifica este tipo de internalinas. Esto contrasta con L. monocytogenes, en
donde todas los genes de internalinas descritos, con excepcion del locus inlC, codifican
internalinas grandes asociadas con la pared (L-Inl).

En LIPI-2, de nuevo a diferencia de LIPI-1, el grupo mayoritario de genes
constituyentes codifica proteinas potencialmente implicadas en fenémenos de interaccién con
la superficie celular. Asi, las Unicas invasinas miembros de la familia de las internalinas hasta
ahora identificadas en Listeria son InlA e InIB de L. monocytogenes. InlA e InIB son capaces
por si solas de inducir la fagocitosis en sus correspondientes células permisivas. Y las
evidencias disponibles muestran que este proceso implica el reconocimiento de receptores de
superficie y el desencadenamiento de procesos de sefializacion hacia el interior de la célula
(véase apartado 1.2.2). Es muy posible por tanto que LIPI-2 juegue un papel similar al de otras
islas de patogenicidad descritas en bacterias y que estan implicadas en los procesos de
adhesion y entrada al interior de las células, un paso esencial para el proceso infeccioso,
especialmente en aquellos patégenos invasivos (108,369).

La masiva presencia de genes inl en LIPI-2 es realmente intrigante. Teniendo en
cuenta que esta isla esta conservada en todos las cepas de L. ivanovii analizadas, incluso en la
subespecie londoniensis, y que el material genético de los patégenos bacterianos esta
sometido en su evolucién a un proceso reductivo por el cual todo gen no esencial es
rapidamente eliminado (9), es evidente que todas estas internalinas juegan algun papel en la
biologia y, posiblemente, la virulencia de L. ivanovii. Se ha postulado que la variabilidad en la
cara expuesta de los motivos LRR de las internalinas es importante para la creaciéon de una
variedad de interacciones proteina-proteina especificas (357,358). En consonancia con ello, se
ha demostrado que los dominios LRR de InlA e InIB son requeridos para la invasion de las
respectivas células dianas (52,323). Ademas, existe clara evidencia experimental de que InlA e
InIB estan implicadas en el tropismo celular de L. monocytogenes
(132,206,207,376,421,357,390). Teniendo en cuenta las posibilidades de recombinacion
ofrecidas por las secuencias repetidas presentes en los genes inl, resulta verosimil imaginar
que tanto la propia respuesta inmune como la inmensa variedad de receptores presentes en el
hospedador infectado, puedan ejercer una seleccion diversificadora positiva sobre los motivos
LRR de las internalinas, dado lugar a una combinacién de polimorfismos funcionales implicados
en fendmenos de evasién o tropismo celular y tisular. Tal mecanismo de diversificacion de las
secuencias se ha visto que opera en los motivos LRR de las proteinas R de las plantas durante
su coevolucién con los genes de avirulencia de los fitopatégenos (263,281).

Una prueba muy clara de que LIPI-2 puede estar implicada en fenémenos de tropismo
es el efecto de su delecidn parcial en los experimentos de infeccion en el hospedador natural
de L. ivanovii. La excision no s6lo produjo un incremento de las dosis letales sino también un
cambio en el patron de localizacion preferencial de las lesiones, pasando del higado al musculo
cardiaco. Ademas, disponemos de evidencia experimental de la posible implicacién de otro
factor codificado en la isla, SmcL, en el tropismo celular. Asi, hemos demostrado que la
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expresion de smcL promueve la proliferacion intracelular en células renales de origen bovino
MDBK pero no en MDCK, una linea epitelial similar pero cuya especie de origen, el perro, no es
naturalmente susceptible a la infeccion por L. ivanovii (196). Otra evidencia la tenemos en el
hecho de que SmcL afecta selectivamente a aquellas membranas ricas en esfingomielina. Asi,
los eritrocitos de oveja, con un gran contenido en este fosfolipido de membrana (51% de los
fosfolipidos totales), son altamente sensibles a la lisis por SmcL, mientras que los de caballo,
con un bajo contenido en esfingomielina (11%) son refractarios (196). Esta selectividad litica de
SmcL es similar al de la B-toxina (SMasa) de S. aureus, para la que se ha establecido un rango
de actividad frente a los eritrocitos directamente proporcional al contenido en esfingomielina en
la membrana, siendo los de rumiante los méas sensibles. Curiosamente, la presencia de -
toxina en S. aureus parece estar relacionada con el origen de las cepas, siendo mas frecuente
en los aislamientos bovinos (549,453). Sobre la base de estas observaciones, es muy tentador
establecer un paralelismo entre la presencia de smcL en LIPI-2 y el tropismo patogénico de
L. ivanovii hacia los rumiantes.

Es muy posible, que LIPI-2 juegue realmente un papel importante en las peculiares
propiedades patogénicas de L. ivanovii, caracterizadas por un marcado tropismo tisular hacia el
higado y una adaptacion especifica de su infectividad hacia los rumiantes. De hecho, la propia
adquisicion de LIPI-2 ha podido ejercer una influencia determinante en el desarrollo de la
especie L. ivanovii tal y como hoy la conocemos, facilitando, por las propiedades de virulencia
aportadas y — posiblemente por dar acceso a determinados nichos exclusivos -, su divergencia
del tronco genético comun de las Listerias patégenas. El descubrimiento de LIPI-2 abre el
estudio de las bases moleculares de la especificidad patogénica de L. ivanovii. Este trabajo de
tesis, en el que hemos identificado, secuenciado y caracterizado genéticamente esta PAI de 22
kb, es tan solo el primer paso en un largo camino que nos queda por recorrer, al final del cual
esperamos llegar a descifrar con precisién cual es el verdadero papel jugado por este locus en
la virulencia de L. ivanovii y en el proceso patogénico que resulta de la interaccion de este
microorganismo con los tejidos del hospedador.
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4, MATERIALES Y METODOS.
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4.1. Cepas bacterianas, condiciones de cultivo y métodos de
identificacion y caracterizacion.

Las cepas de Listeria utilizadas en este trabajo estan recogidas en las tablas 4.1 y 4.2. La tabla
4.1esta después de la bibliografia.

El medio de cultivo utilizado rutinariamente para Listeria fue infusion de cerebro y
corazén (BHI; Difco Laboratories, Detroit, Ml o BHI BioMerieux), al que se afadi6 agar
(BioMerieux) al 1,6% cuando se requirié medio sélido. Los medios de cultivo se suplementaron
con eritromicina a la concentracion de 5 pg/ml cuando fue necesario (mutantes por
transposicién (Tn1545) o cepas de Listeria complementadas con los plasmidos pHPS9, pLSV1
y sus recombinantes derivados).

Para la técnicas de clonaje molecular se utilizaron las cepas de Escherichia coli DH5a
(224), MC1061 (77), MOSBIlue (Amersham) y Top 10F’ One Shot™ (Invitrogen). El medio de
cultivo empleado fue LB (Luria-Bertani; 501), suplementado con 50 ug/ml de ampicilina si
contenfa el plasmido pMOSBIlue o pCR®-TOPO; y 300 pg/ml de eritromicina si posefan los
vectores pHPS9 o pLSV1. Cuando se utilizaron estos plasmidos, en los medios sélidos se
afadieron X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopirandsido; Sigma) e IPTG (isopropil--D-
galactopiranésido; Sigma) para facilitar la seleccion de clones con inserto mediante o-
complementacién de la actividad B-galactosidasa, segun las recomendaciones habituales (14).
Los antibidticos fueron adquiridos de la casa comercial Sigma y se prepararon siguiendo las
indicaciones de Sambrook et al. (501)).

Las incubaciones se llevaron a cabo generalmente a 37°C y con agitacion moderada
(150 r.p.m.) en el caso de cultivos liquidos.

La identificacion de las cepas de Listeria se realizé6 de acuerdo con los criterios
recogidos en el Manual de Bergey (523) o mediante el sistema multisustrato API Listeria
(BioMerieux, Marcy I'Etoile, Francia). Los perfiles de utilizacion de azlcares se determinaron
con el sistema API 50CH (BioMerieux), siguiendo las instrucciones del fabricante.

La serotipia, fagotipia y andlisis de macrorrestriccion por electroforesis en campo
pulsado fueron realizados en el Centro Internacional de Referencia de Listeria (Instituto
Pasteur, Paris, Francia).

4.2. Plasmidos utilizados.

Los plasmidos utilizados aparecen en la tabla 4.3. Para detalles sobre la preparacion de los
plasmidos construidos en este trabajo, véase los apartados 4.15, 4.16 y 4.17.
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4.3. Medicion de actividad hemolitica.

En una aproximacién semicuantitativamente se determinaron las actividades de
las distintas cepas analizadas sobre placas de agar sangre, observando la
extension de los halos de hemdlisis alrededor del crecimiento bacteriano. Se
han utilizado placas comerciales de agar sangre Columbia con 5% de sangre
de oveja (BioMerieux).

4.4. Medicion de la actividad lecitinasa (PIcB).

La determinacion semicuantitativa de la actividad PIcB de las cepas de Listeria se realizd
mediante siembra en estrias sobre placas de BHI con yema de huevo y visualizacién de los
halos de opacidad del medio alrededor del crecimiento bacteriano. El medio de yema de huevo
se prepar6 con agar BHI al que se afadié, tras la esterilizacién en autoclave y una vez enfriado
a 50°C, un 10% (v/v) de una emulsién preparada afiadiendo una yema de huevo a 100 ml de
solucion salina estéril.

La titulacion de la actividad PIcB en el sobrenadante de cultivo (SC) se realizdé segin un
método turbimétrico ya descrito (182), con algunas modificaciones. Brevemente, se afadieron
200 pl de SC a 1,8 ml de suspensioén de lecitina preparada con 1,4 ml de 0,15 M NaCl y 400 pl
de solucién de lecitina (3,6 g de lecitina (Sigma), 2,4 g de colato sddico, 1ImM ZnSQy, 0,1 g de
azida de sodio para evitar el crecimiento bacteriano durante la incubacién, H,O destilada hasta
100 ml). La mezcla se incub6 durante 18 horas a 37°C y se midi6 la actividad PlcB a 510 nm en
un espectrofotémetro Hitachi 150-20. Una unidad lecitinasa (UPIcB) se definié arbitrariamente
como la cantidad de enzima necesaria para determinar un incremento de 0,1 en la absorbancia
a esa longitud de onda.

Tabla 4.2. Mutantes de L. ivanovii ATCC 19119".

Mutante Descripcion Referencia
442 Mutante por insercion de Tn1545 en locus lyrA y con delecion (300)
espontanea de 17,5 kb en la regién de LIPI-2.
20/24 Mutante por insercién de Tn1545 en ilo. (300)
8/6 Mutante por insercién de Tn1545 en prfA. (300,314)
GD-1 Mutante espontaneo débilmente hemolitico por delecién de Este trabajo

17,5 kb en region LIPI-2.

GD-3 Mutante espontaneo débilmente hemolitico por delecion de (194)
17,5 kb en regién LIPI-2.
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AlyrA Mutante por delecién en fase del gen IyrA. Este trabajo
AprfA Mutante por delecién en fase del gen prfA. (144)
M4 Mutante espontdneo débilmente hemolitico por mutacién Este trabajo
puntual en prfA.
IN-1 Mutante espontaneo débilmente hemolitico, defecto genético Este trabajo
desconocido.
NH-1 Mutante espontaneo débilmente hemolitico con delecién en Este trabajo
prfA, derivado de IN-1.
Ai-inlE Mutante por delecién en fase del gen i-inlg (144)
Ai-inlF Mutante por delecién en fase del gen i-inlF (144)
Ai-inlg,F Mutante doble por delecion en fase de i-inlE e i-inlF; (144)
lyrA::pLDVd Mutante por insercién de pLDVd en IyrA Este trabajo
mediante recombinacién homoéloga
(smcL::QQKm)  Mutante de smcL por insercion del interposén QKm2 (195)
Tabla 4.3. Plasmidos utilizados y construidos en este trabajo.
Descripcién Referencia

pBR322

pGM10
pJl4
pUCTN1545

pMOSBIlue
pCR®-TOPO
pHPS9

pLSV1

Vector de clonaje en E. coli de medio nimero de copias.

(585)

pBR322 + fragmento Hindlll de 6,7 kb de la region de insercion de Este trabajo

Tn1545 en 44/2.

pBR322 + fragmento Hindlll de 2,7 kb de la regién lyrA
de ATCC 19119".

Este trabajo

pUC18 + extremo izquierdo de Tn1545 (gen aphA-3 de resistencia Este trabajo

a kanamicina)

Vector para el clonaje directo de productos de PCR Amersham
Vector para el clonaje directo de productos de PCR Invitrogen
Vector bifuncional E.coli/Bacillus-Listeria (223)
Vector bifuncional E.coli/Listeria termosensible )derivado de (599)

pPET154-Ts) para recambio alélico en Listeria.
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pKK3535
pBDVd
pBIlyrA
pBorfD1-lyrA
pLDVd
pHIyrA
pHorfD1-lyrA
pBprfA
pBM4
pBNH-1
pHprfA
pHM4

pHNH-1

PBR322 + operodn rrnB de E. coli.
pMOSBIue + fragmento DVd de IyrA.

pMOSBIue + lyrA de ATCC 19119".

pMOSBIue+ orfD1-lyrA de ATCC 19119" .

pLSV1 + fragmento DVd de lyrA.
pHPS9 + IyrA de ATCC 19119"
pHPS9 + orfD1-lyrA de ATCC 19119".
pMOSBIue + prfA de ATCC 19119".
pMOSBIue + prfAM4.
pMOSBIue + prfANH-1.

pHPS9 + prfA de ATCC 19119".
pHPS9 + prfAMA4.

pHPS9 + prfANH-1.

(61)

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Tabla 4.4. Oligonucleétidos disefiados y empleados en este trabajo.

Oligonucleétido

Secuencia5— 3’

Orientacion Localizaciéon

GD-3

GD-4

GD-5

GD-7

GD-8

GD-9

GD-10
GD-12
GD-13
GD-14
GD-15
GD-16
GD-17
GD-19
GD-21
GD-22
GD-23
GD-24
GD-25
GD-26
GD-27
GD-28

GTCGTATCAAAGCTCATTCAT
CTGTGAAAATGATTCACAGCT
AAGCTTCTAACTCATTTGAAG
GACGATGAGCGCATTGTTAGA
TGTAAGAAACGACTTATC
TGATATTTGCTATTGTCG
CACGTACAGCTTGGTAATAAT
TGCATCTGTTATCATTGCG
TGTTATCGATAATGAGTTC
CCGCTAAACAGACAAGTA
AAGACACGAGGAAGCCAC
GAATTGCTTGTGCTAGT
TGTACAGTTTCGAAGTGATTC
TGGCATCGTTCGCGGAAATTC
CAGACGAACAGACCTTTTGTA
TTGACGTATGAACAATCGCTT
GCCATAGCTATTCACTTGTCA
AGTTTCTCGGCTAAGAATGGA
CCATTCTTAGCCGAGAAACTA
GATTGTTGAACCATTACTTGA
TCAAGTAATGGTTCAACAATC
CAAGGGTTCTGGAAATATTCA

88

Reverse Tn1545
Reverse dwst. orful
Forward orful
Reverse pBR322
Forward dwst. orful
Reverse orful
Forward orfD1
Reverse orfD1
Forward orfD1
Reverse lyrA
Reverse lyrA
Forward lyrA
Forward lyrA
Forward lyrA
Forward lyrA
Forward lyrA
Reverse lyrA
Reverse lyrA
Forward lyrA
Forward dapD
Reverse dapD
Reverse upst. orful



GD-29
GD-30
GD-31
GD-32
GD-33
GD-34
GD-35
GD-36
GD-37
GD-38
GD-39
GD-40
GD-41
GD-42
GD-43
GD-44
GD-45
GD-46
GD-47
GD-48
GD-49
GD-50
GD-51
GD-52
GD-53
GD-53B
GD-54
GD-55
PI-1
PI-2
PI-3
Pl-4
PI-5
PI-6
PI-7
PI-8
PI-9
PI-10
PI-11
PI-12
PIQ-12
PIQ-13
PI-14
PI-15
PI-16
PI-17
PI-18
PI-19
PI-20
PI-21
PI-22
PI-23
Pl-24a
PI-25a
PI-26
PI-30
PI-31
PI-32
PI-33
PI-35
PI-36
PI-37
PI-38
PI-39
PI-40
PI-43
Pl-44

TGAATATTTCCAGAACCCTTG
TCAGTTAGAGATGATTGGTTG
CAACCAATCATCTCTAACTGA
TCAGTACTTGCTGGTGTAGTA
TACTACACCAGCAAGTACTGA
CATTCTTTGTAACCTGTTTCT
AGTGGTAAAGTAATCCAGCCA

TAAGGAGTGAAGCGGCAGTGAGA

CGATTCGCCGCGAGTTGCAT
GCACTTGCGTATTAACTCAT
TGATGAAGTTATTTTACCTGA
GTTCTCGAAGCATAGGAGCGA
GATATGGTAGTGGCAGCAAGT
ACTCCGTTCAACGTGACTTGT
CGTAAAACTGCCAGATGAGAT
GCTGACTTTGCCGGTACATAA
CTAGCATAAGCCCTGGTAACT
TATTGCGATTGTCGTTATGTA
TCTCCTTGTAAAATAGCACTA
GGTAGTAGTGCTATTTTACAA
TTACCAGGGCTTATGCTAGCT
GGTGCAAGCAGAAAACCAATT
TGGCGAATTGGTTTTCTGCTT
GATCAGGTAAAATAACTTCAT
GTTATGTACCGGCAAAGTCA
TGGATGCGATTATGTCTGAGT
CACTTGCTGCCACTACCATAT
GAGTTAATACGCCAAGTGCA
GCTCTCTCATTTATCCAAACT
AGTTTATTTTTACTTATAGAT
CAACCTCAATAGCCAAGTA
GTGTCTTTAAATATAGCGGTT
TCTGACCCAACATCCGTACTA
TGAATCTCACGCTGTAAGTAT
CAGTTGGAACATGTTGAAGCT
CAACAAAAGTTAATACTTCCAC
CACTGCTCAATTAGTTCGCTT
TTCTGTTAGACTTGCTGCTGG
AGGCAGTTACGGATATTAGTC
AACAACTCTTCTAATTTAGTG
CTTAGTTCCGTTAAATCCTTC
ATGTTACTTATCAAAAGATAG
ATAAAAGAGGAGTGTAAATCG
GTGAAACAACCTCTGTAACAC
TGAACCCATATGCTATCAGCC
TCCATTGCATCTAAAGTTTCC
GCGATGACGGCTTTATTGTAG
CACCCATGGTATGGTCCACCC
TGGAGGCAACAATGGTATCGG
CTATATCTCTTTAACATCTTC
TGTGGCGTGTTTGAACACAAG
CGGACTAAGATCGCTTATTTG
GATTGGACCACACCATTACTG
GCCATAGGATCTTTGTCACGC
CAGATAAGAGCGTTAGTGGAC
ACTTTATCATAGTGCTCGGTG
CGTATTGCTGGCTACAAAGTG
AGGAACACTTTCAGTTTATGC
GTCTTTTGTTCTATAAGGGTG
GTGGTAAAGTAATCCAGCCAC
TAAGGAGTGAAGCGCAGTGAG
GGATTAAATAATCTTGACGAG
ACGATACAATTACGGTCTAGC
TAATGCTGCGATATTAGTTAC
AGATATAAGTGTATTAGAGAC
TTGATAATGTCTCTGCGATA
TGACGCACTCGCACATTTATCC
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Forward
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Reverse
Reverse
Forward
Forward
Forward
Reverse
Forward
Forward
Reverse
Reverse
Reverse
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Forward
Forward
Reverse
Forward
Forward
Forward
Reverse
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Reverse
Forward
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Reverse
Forward
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Reverse
Forward
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Reverse
Forward
Forward
Reverse
Forward
Forward
Reverse
Forward
Forward
Forward
Reverse
Reverse
Forward
Reverse
Forward

upst. orful
upst. orfu2
upst. orfu2
dapD
dapD
hipA
dwst. amaA
dwst. amaA
hipA
hipA
amaA
amaA
hipA
dwst hipA
amaA
hipA
orfU4
upst. orfu4
orfu4
orfu4
orfuU4
amaA
amaA
amaA
hipA
upst. orfu4
hipA
hipA
i-inlG
i-inlG
i-inlG
i-inlG
i-inlG
i-inlG
upst. i-inlG
upst. i-inlG
i-inlG
i-inlH
dwst. i-inlH
i-inll
i-inll
i-inll
upst. i-inlH
i-inlH
i-inlJ
i-inlJ
i-inlB
i-inlB
dwst. i-inlB
upst. i-inlJ
i-inlJ
i-inlG
i-inB
i-inlB
i-inlJ
i-inIB
i-inlB
i-inB
i-inB
i-inB
upst. i-inll
i-inlB
i-inlB
i-inlB
i-inlB
i-inlB
i-inlK



P1-45
P1-46
Pl-47
P1-48
PI1-49
PI-50
P1-51
PI1-52
P1-54
P1-56
PI-57
P1-58
PI-59
PI-60
PI-61
PI1-62
P1-63
P1-64
P1-65
P1-66
PI-67
PI1-68
PI1-69
PI-70
PI-71
P1-72
P1-73
PI-74
PI-75
PI-76
PI-77
PI-78
PI-79
P1-80
P1-81
P1-82
P1-83
24A
24B
24C
24D
24E
24F
24G
24H
241
24)
24L
24R
24M
24-0
24-P
PE-1
PE-3
ED-1
ED-2
ED-3
ED-4
ED-5
ED-6
ED-7
ED-8
ED-9
ED-10
ED-11
ED-12
M495

GCATTACCTCTTTCAACTCTC
AATGTGTAAACGAACCAGCGG
TCACATCTATGGAAGGAGTGC
GTGTTGTTTCACTACATCTGC
CTTCATCTAGCTCTCTTTGCG
AATCAAAGGAGCTGGCTGGAC
GGAGCTTCCCACGACTAATGG
TATACACGCTTGTGCAAATAC
TCTCACTTGGTAGTATAAGCC
TTGAGCTTCTACCCAACCAA
CCAGATTAATGGACTTATATCC
TTCAAGTGAATGTAACTATTCC
GGAAGGTAGGTTAGCAAATAA
TTATTTGCTAACCTACCTTCC
CCAGTTGTATATCAACCAAAC
GTTTGGTTGATATACAACTGG
AAACATATAAGTTACTTCTGATG
ACCACTCGATACGATGATGTT
TCGCTCTCGTTCAATAGCGA
CCGTATCCAATGCCAATTAGT
GCTAACGATAAGTCATTCCAA
TTGGAATGACTTATCGTTAGC
AAGGGCTGCAAGTATTTCGC
CAGTGCATTAGCTAATTTGTC
GTCACTACTAGAATTTGGTGC
ATTTATCAAGTTTACTTAAACTC
GATTAGTTGATTGTTATTCATTA
AAGTTCGACAAGTGCTGCAG
TATCATCAAGCATATCCACGC
ATTATCTTAAATCCTGGCAGC
CAGATACGAACTTAGCAGAAG
TAAACCTATGACTGGCTATGC
TTGGTGGCGGATTTCCAAATG
GTGGGTATATGCTCACAACGC
CAAACCGAAAATGTGCAAGCTG
TTCATGGACCGAGATGACAACG
GCAAAATAAAGTAAGTAAGCT
TAACACCATTATATGGTTTGA
CATACCAGTAAATGTGGTACT
TATAAATTCTCGTCATTAACA
CACACCATTAAATACGACTCT
GTTAAATTAGCAAGGGCATCA
TTGATGCCCTTGCTAATTTAA
TTAGATTCTCTAATCTTGCTAAT
AAGTATCGCTAAATTAGTTA
CTTTGTTTCCAAACTCCATGT
CAAGCAGCTAATATTCCAACA
CGCACTATTATATCTATTGAT
TGGTGTTTCTAATTTATGTAA
GCTTGATTTGGCTAATCAGAA
GATACTCATCACTAGCTTGTG
CATGTACCTTTGTTCCAGAAC
CAGCAGAAATCATCGAATCAG
ACGCTGCGATAAAGCTGG
AATACATGATGGATTTCGCCC
ATTATTGCAGGTTTGATTGCC
CATATAAATGAAAATACAGGA
TCGAATTGGGATTGGGTTATC
AAGGTTGCTGGCATGGAAAG
TCAGGTGGACTGATTGGCTTG
GAAGTCGCAGTGCTTAAAACT
CCCAATAAAAGGACCAATAGC
TTGGTTGTCTTCTATTTCCAC
TACGGCGATAATAACCATCAG
TACTTGGTCTTAATAATTCCC
TATCGGGACTTTACTTGCCAG
TGAAGCAATCGTACGTGTAC
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Reverse
Forward
Forward
Reverse
Reverse
Forward
Reverse
Reverse
Reverse
Reverse
Reverse
Forward
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Reverse
Forward
Forward
Forward
Forward
Reverse

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Reverse
Reverse
Forward
Forward
Forward
Forward
Forward
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PrfA-1 CATTTCAACTAGAAATAATA Reverse upst. prfA
MPHE ATTAAGTTGGGTAACGCCAG Reverse pHPS9
m-1 AGCGATGGTTCACCAAGCAAG Forward 2302.1
m-2 AGAACCAACGCTCTCTTACAG Reverse 2302.1
EFseql GGTTATTTTTCATATAGAAGTC Reverse dwst. orf3
Efseq2 CGAGTAGAGGATAGTATGCC Forward upst. orf3
EFseq3 CTTCCTAGTTACTATAAAAATAG Forward upst. orf3
EFdown?2 AAGCTTTAACGCCTGGACGTCAACG Reverse dwst. orf3
Lim3 TCTCCTTCTGGTGTAAGCAGT Reverse lyrA
Lim4 ACATTACGAATTGCTTGTGCA Forward lyrA
Lim5 CAATCGTTATATTCATTTGCA Forward orfD1
Lim6 TGTAGCCTATCATCGTCACTT Reverse lyrA
Lim7 TTAGATATCAACTCGCTGCTGGAA Forward lyrA
Lim8 CCAGATATCAGTGAAATTTGCACA Reverse lyrA
Lim9 AGCCGGGAAACCAACTTGCT Forward lyrA
Lim10 AAGCGGATCCATCGTTATATTCAT Forward orfD1
Lim1l GATGTGAATTCATTTGTTCCATGA Reverse dapD
Limlla GAAAGAATTCGGTGTGCATCCATTTGT Reverse dapD
Lim12A AGTGTGCCCGGGTTCAATGACACTA Reverse lyrA
Lim13A CAAGACCCCGGGCAACGAAATTTC Forward lyrA
Lim14 CGTCTTGTTACTATCCCTTCA Reverse orfD1
Lim15 GCAAGAAGATGAGTCTGCTGA Forward orfD1
Lim16 CGATAACATAATCTTCAATAT Reverse dapD
Livi2a TTCTCGCCCGGGAACACTTGAAGCA Reverse lyrA
Livl7 CATATCCCGGGACAATCATCTATTTTCCT Reverse lyrA
Livl8 CTTCACGGATCCATAAGTGCCGCAAT Forward orfD1
Livl9 TAAATTCCCGGGACAAGTGAAATAGCT Forward lyrA
Liv20 CAGCACCGAATTCAATTCTAGCATTGA Reverse dapD
MD-2 CCAGAATTCTCGCAGCGTTTGCAA Forward lyrA
MD-3 TCGCGGATCCAACCTGTTACAAGCGA Reverse lyrA
T-7 TAATACGACTCACTATAGGG Reverse pMOSBIue
uU-19 CAAAAGGGTCA GTGCTGCA Forward pMOSBIue
M13Forward GTAAACGACGGCCAG pCR®-TOPO
M13Reverse CAGGAAACAGCTATGAC pCR®-TOPO
YS-1 ATGATTCATTGCGGGGA Forward ysnB
YS-2 ATGCTTCCTGGGTT Reverse ysnB
YS-3 TTTCCAAATGATTGGGT Forward ysnB
YS-4 TTCGTTGTCATCTCGGTCCATG Reverse ysnB

Los nucledtidos subrayados indican dianas de enzimas de restriccion. Las letras minUsculas sefialan los
desemparejamientos introducidos en el oligonucleétido con respecto a la secuencia cromosdmica. dwst. y
upst. hacen referencia a la posicién en region intergénica 3' o 5’ respecto de los genes que se sefialan a
continuacion.

La designacion Lim se ha empleado para los cebadores disefiados a partir de los alelos de
L. monocytogenes.

4.5. Medicién de la actividad esfingomielinasa.

La actividad esfingomielinasa se determind en los SC obtenidos al inicio de la fase estacionaria
mediante un analogo cromogénico de la esfingomielina
N-o—trinitrophenylaminolaurylsphingosylphosphoryl choline (TNPAL-sphingomyelin; Sigma),
siguiendo el método descrito por Gatt et al. (176). Una unidad de esfingomielinasa se definio
arbitrariamente como la cantidad de enzima necesaria para provocar un incremento de 0,01 en
la absorbancia medida a una longitud de onda de 330nm tras una de incubacién de 2 h a 37°C.

91



4.6. Prueba de utilizacion de G-1-P.

Para medir la capacidad de utilizacion de G-1-P se utiliz6 medio base de azlcares con
indicador de pH rojo de fenol (Biomerieux), ajustado a pH 8 con NaOH. Una vez autoclavado el
medio se afiadid el azicar en forma de solucion esterilizada por filtracién, a través de
membrana con 0,22 um de diametro de poro, a una concentracion final 10 mM. El medio
suplementado se inoculé en proporcién 1:200, con precultivos de 18 horas en BHI. Los
precultivos se lavaron con medio base para retirar los posibles restos de BHI portadores de
otros azUcares fermentables. La medicién de la utilizacion de azlcares se llevé a cabo
observando el color del medio a lo largo del tiempo y dando como positivo un resultado cuando
éste viraba a amarillo vivo. Todas las mediciones se repitieron al menos 3 veces.

4.7. Extraccion de DNA cromosdmico y Southern blot.

Para la extraccion de DNA cromosomico de Listeria se emple6 el método del CTAB (14). Para
ello se utilizaron cultivos de 18 horas en BHI, que fueron diluidos 1:2 en medio fresco con
glicina (Sigma) (5% (p/v) concentracion final), y posteriormente incubados durante 1 hora a
37°C. Las células se recogieron por centrifugacion y, tras un lavado con 1:5 del volumen de
partida en tampdn TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,; pH 8), se resuspendieron en un volumen
igual de TE con sacarosa al 7% (Panreac) y lisozima (Sigma) a una concentracion final de 3,5
mg/ml, incubandose la mezcla a 37°C durante 1 hora y 30 minutos. Finalizada esta incubacién
se afiadieron EDTA (40 mM concentracién final), dodecil sulfato sddico (SDS; 1%
concentracion final) y proteinasa K (0,1 mg/ml concentracion final; Sigma), prolongandose la
incubacion durante otros 30 minutos. A continuacion se afiadieron NaCl, hasta una
concentracion final de 0,7 M, y solucién CTAB (CTAB al 10% en 0,7 M NaCl) en proporcion 1:9,
incubandose la mezcla a 65°C durante 20 minutos, tras lo cual se realizaron dos extracciones
con fenol-cloroformo. EI DNA cromosdmico se recuper6 de la fase acuosa por precipitacion con
0,7 volimenes de isopropanol, y se lavd después en etanol al 70%, resuspendiéndolo
finalmente en H,O bidestilada estéril.

Para el andlisis por Southern blot, los DNAs extraidos fueron digeridos con distintas
enzimas de restriccion, se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% durante 18
horas y posteriormente se transfiieron a membranas de Nylon cargadas positivamente
(Boehringer Mannheim) con la ayuda de un aparato de vacio (Vacuum Blotter; BioRad) a una
presion de -5 mm Hg. Para ello, se tratd el gel con solucién de fragmentacién (0,25 M HCI)
durante 10 minutos, se sec0 con papeles de filtro y se cubrio con soluciéon de desnaturalizacion
(0,5 M NaOH + 1,5 M NaCl), dejando transcurrir 15 minutos antes de retirar dicha solucién con
ayuda de papeles de filtro; a continaciéon se traté durante otros 10 minutos con solucién de
neutralizacion (1,5M NaCl + 0,5 M Tris HCl a pH 7,2 + 0,001 M EDTA), y finalmente se
mantuvo durante 90 minutos cubierto con SSC 20x(SSC 1x es: 0,15M cloruro sédico, 0,015 M
citrato sédico, pH 7,0). EI DNA transferido se fij6 a la membrana por radiacion UV con un
Cross-linker (Spectronics Corporation).
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4.8. Extraccion de RNA total y analisis de transcripcion (Slot
blot, Northern blot y primer extension (PE)).

Las extracciones de RNA total se realizaron siguiendo el método del fenol caliente descrito por
Oelmiiller et al. (416), con ligeras modificaciones. Las células bacterianas de un cultivo de 100
ml se recogieron por centrifugacion, se resuspendieron en 2 ml de tampén AE (20 mM acetato
sddico, 1 mM EDTA, pH 5,5) conteniendo lisozima (Sigma) a una concentracion final de 10
mg/ml y se incubaron durante 15 minutos a la misma temperatura utilizada para el cultivo. A
continuacion se afiadieron otros 4 ml de tampon AE y 225 pl de SDS al 25%, realizando
seguidamente una extraccion con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) a 65°C durante
20 minutos. La mezcla se agité cada 2 minutos a lo largo del tiempo de incubacién y se enfrié
en hielo durante 10 minutos antes de centrifugar. Tras afiadir a la fase acuosa 1 ml de 2 M
acetato sodico, pH 5, se realiz6 otra extraccion con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico en frio y
una tercera sélo con cloroformo. El RNA se precipité con isopropanol, se lavo con etanol al
70% y se resuspendié en H,O. Para eliminar la posible contaminaciéon con DNA cromosémico,
todas las muestran se trataron con DNAsa libre de RNAsas (Boehringer Mannheim). Para
inactivar la DNAsa se realizd6 una nueva extraccién fenol-cloroformo, resuspendiéndolo
finalmente en H,O bidestilada estéril. EI RNA se conservo a -70°C.

La cantidad de RNA total se cuantificé finalmente por espectrofotometria a 260 nm de
longitud de onda, calculando la concentracion del mismo mediante la relacion 1 DOy = 40

ug/ml.

Para la técnica de Slot blot, se mezclaron 5 ug de RNA total con 3 volimenes de
tampon de desnaturalizacion (MOPS 1x(&cido 3-morfolino-propanosulfénico), 50% formamida,
2,2 M formaldehido (MOPS 1x es 0,4 M MOPS, 10 mM acetato sédico, 1 mM EDTA)). Estas
mezclas se incubaron a 65°C durante 5 minutos en un bloque seco (Techne), introduciéndolas
inmediatamente después en hielo. A cada muestra se afadieron 600 ul de SSC 10x. Las
muestras asi tratadas se transfirieron a membranas de Nylon cargadas positivamente
(Boehringer Mannheim), previamente embebidas en SSC 10x, mediante un aparato de
microfiltracion por vacio (Bio-Dot; Bio-Rad) ajustado a una presién de -5 mm Hg; durante el
proceso. Una vez filtradas todas las muestras se lavaron 2-3 veces con SSC 10x antes de
secar las membranas y fijar los RNAs por radiacion UV.

La cantidad real de RNA presente en los blots se determiné mediante hibridacién con el
plasmido pKK3535, que contiene el operdn rrnB ribosomal de E. coli (61).

Para el andlisis por Northern blot de los RNAs totales extraidos se han seguido
exactamente los protocolos descritos en Sambrook et al. (501). Se precipitaron 10 ug de cada
muestra a analizar, a continuaciéon se resuspendieron en tampén desnaturalizante y fueron
incubadas a 70° C durante 5 minutos. Posteriormente, se sometieron a una electroforesis en
gel desnaturalizante con 1% de agarosa y 2,2 M de formaldehido. EI RNA se transfirié a
membranas de Nylon cargadas positivamente (Boehringer Mannheim) mediante capilaridad en
SSC 10x (501). Por dltimo, las muestran siguieron un proceso de fijacion analogo al descrito en
el apartado anterior para Southern Blots.
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Los experimentos de PE se iniciaron con el marcaje mediante [y-**P]-dATP (14) del
extremo 5’ de 100 ng de los oligonucleétidos PE-1 y PE-3 (véase tabla 4.4). Los nucleétidos no
incorporados fueron eliminados mediante una columna NucTrap push (Stratagene) segun las
instrucciones del fabricante. Los oligonucleétidos marcados con 5000.000 c.p.m. fueron
afiadidos a 70 ng de RNA total. Los acidos nucleicos fueron precipitados y resuspendidos en
30 ul de tampon de hibridacién (40 mM PIPES (pH 6,4), 400 mM NaCl, 1 mM EDTA en 80% de
formamida). A continuacion, tras someter a las muestras a 70°C durante 5 minutos, se
incubaron a 30°C (16 horas), se precipitaron y resuspendieron en 25 ul de RT-buffer: (50 mM
Tris-HCI (pH8,0), 5mM MgCl,, 5mM DTT, 5mM KCI, 0,6 mM dNTPs, 1 ul de RNAsin
(Promega) por muestra). Se afiadieron a cada muestra cuarenta unidades de Transcriptasa
reversa del virus de la mieloblastosis aviar (Stratagene). Tras un periodo de incubacién de 90
minutos a 42°C , la reaccion se detuvo mediante EDTA ( 20 mM de concentracion final). Por
ultimo, el RNA de las muestras fue digerido con ribonucleasa pancreatica que posteriormente
se inactivd mediante una extraccion fenol-cloroformo (1:1), se precipité y resuspendi6 en 3 pl
de TE que se mezcl6 con 4 ul de solucién de formamida marcada con azul de bromofenol. Una
alicuota de 4 ul de cada muestra fue desnaturalizada por calor a 95° C durante 3 minutos y
cargada para someterse a una electroforesis en gel de secuenciacion de 6% de poliacrilamida-
urea. Para determinar el nucle6tido exacto del inicio de la transcripcion se migré en el mismo
gel de forma paralela la reaccion de secuenciacion del fragmento de DNA correspondiente a la
region estudiada con el mismo oligonucle6tido empleado para el PE mediante el Kit comercial
T7 sequencing (Pharmacia).

Con el fin de eliminar las posibles RNAsas presentes en los distintos materiales y
reactivos utilizados se tuvieron las siguientes precauciones: todo el material de vidrio se
esterilizé en horno Pasteur a 180°C durante 18 horas o mas; el material de plastico se
autoclavé dos veces a 121°C durante 20 minutos; el H,O asi como todas las soluciones
empleadas se trataron con 0,1% dietilpirocarbonato (DEPC; Sigma) durante 12 horas,
procediendo posteriormente a la inactivacion de este compuesto mediante autoclavado; las
soluciones que contenian tampén Tris, que se desnaturaliza en presencia de DEPC, se
prepararon con H,O previamente tratada con este agente; todas las manipulaciones se
realizaron con guantes.

4.9. Sondas de DNA e hibridacion de acidos nucleicos.

Las mayoria de las sondas utilizadas fueron fragmentos intragénicos obtenidos por PCR con
oligonucleétidonucledtidos disefiados a partir de secuencias previamente conocidas. Los
productos de PCR se purificaron a partir de geles de agarosa al 0,8% mediante el sistema
comercial Qiaquick™ Gel Extraction (Qiagen). También se utilizaron como sondas los
plasmidos pKK3535, pGM10 y pUC18::aphA-3 (véase tabla 4.3), que fueron extraidos y
purificados como se detalla en el apartado 4. 19. Las sondas se marcaron con a-¥P-dCTP
(Amersham) por el sistema comercial Nick Traslation (Boehringer Mannheim), siguiendo las
instrucciones del fabricante.
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Se han empleado condiciones de hibridacion de alta y baja astringencia. Todas las
hibridaciones se realizaron en un horno Hybridiser HB-ID, de Techne a 42°C en formamida al
50% en alta astringencia o a 37°C con 30% de formamida a baja astringencia. Las membranas
se saturaron previamente a la misma temperatura de hibridacién durante al menos 30 minutos
en una solucion de prehibridacion que contenia 50% (30%) formamida desionizada, SSC 5x,
solucién de Denhardt 5x, 50 mM tampdn sodio-fosfato (pH 6,8), 0,1% SDS, y 20 mg de DNA de
esperma de salmén sonicado y desnaturalizado por calor. La hibridacion se realizé con una
solucion que contenia 50%(30%) formamida, SSC 5x, solucién de Denhardt 2x, 20 mM tampén
sodio-fosfato (pH 6,8), 0,2% SDS, 20 mg de DNA de esperma de salmén, y la sonda marcada y
desnaturalizada por calor (100°C durante 5 minutos). La incubacion se llevé a cabo durante
toda la noche. A continuacion se realizaron para condiciones de alta astringencia, dos lavados
a temperatura ambiente de 5 minutos con (SSC 2x + 0,1% SDS) y dos lavados a 65°C durante
30 minutos (SSC 0,1x + 0,1% SDS). Cuando se requirieron condiciones de baja astringencia se
emplearon dos lavados de 30 minutos a 37°C con (SSC 2x + 0,1% SDS) seguidos de un
lavado durante 30 minutos a 42°C con (SSC 1x + 0,1% SDS). En ambos casos se enjuagaron
las membranas con SSC 2x para eliminar restos de SDS vy, sin permitir que se secaran
totalmente, se procedio a realizar las autorradiografias.

Para la reutilizacién de los blots, las membranas se deshibridaron en H,O bidestilada a
100°C durante 10 minutos en horno de hibridacion, evitando su desecacion. La eficacia de la
deshibridacion se comprobé cada vez, mediante autorradiografia de las membranas, antes de
proceder a una nueva hibridacién. Cada membrana se reutilizé 3 6 4 veces como maximo.

4.10. Hibridacion de colonias.

Para realizar hibridaciones de las colonias de E. coli DH5a seguimos el protocolo de lisis
alcalina descrito (14), con pequefias modificaciones. Brevemente, las colonias bacterianas se
transfirieron a una membrana de Nylon cargada positivamente (Boehringer Mannheim) vy, a
continuacion, se sometieron a una lisis alcalina y desnaturalizacion del DNA. Seguidamente, el
DNA fue fijado mediante UV como se ha descrito en el apartado 4.7. Se emplearon sondas
marcadas con digoxigenina 11-dUTP (DIG) utilizando el Kit DIG-High Prime de marcaje de DNA
al azar (Boehringer Mannheim) siguiendo las indicaciones recomendadas por el fabricante. Las
hibridaciones se realizaron a alta astringencia utilizando las mismas condiciones descritas en el
apartado 4.9 y empleando el buffer de hibridacion DIG Easy Hyb (Boehringer Mannheim). Las
sefiales de hibridacion positiva se revelaron mediante el Kit para deteccidn colorimétrica de
acidos nucleicos marcados con DIG siguiendo las instrucciones recomendadas por el
fabricante.

4.11. Amplificacion de fragmentos de DNA por PCR.

En las amplificaciones realizadas para la comprobacion de clones y la obtenciéon de sondas
para hibridacién, se utilizaron las DNA polimerasas Biotaq (Ecogen), DyNa (Biolabs, New

95



England), y BioTaq (Biotools). Cuando fueron amplificados fragmentos de DNA por PCR para
analizar posibles mutaciones o, para su posterior clonaje con fines de complementacién o
construccion de mutantes, se utiliz6 la DNA polimerasa Expand™ High Fidelity PCR
(Boehringer Mannheim) segun las instrucciones del fabricante. Se eligié esta enzima porque
tiene la propiedad de introducir un minimo ndmero de errores durante la elongacion de las
cadenas de DNA.

Las PCRs se realizaron en los termocicladores PTC-100 y MiniCycler (M.J. Research,
Inc.); y Mastercycler gradient (Eppendorf). Se procedié6 a una desnaturalizacion inicial de 4
minutos a 94°C; seguida de 30 ciclos de amplificacién consistentes en desnaturalizacién a 94°C
durante 30-60 segundos (s), hibridacion durante 30-60 s a una temperatura calculada en
funcién de los oligonucleétidonuclettidos utilizados (generalmente 5°C por debajo de la
temperatura de desnaturalizacion mas baja; sin embargo, si las temperaturas de ambos
oligonucleétidos diferian en mas de 5°C se introdujo la variacién de ajustar durante 30 s la
temperatura de hibridacion con la del oligonucledtido que la presentaba mas elevada y los
ultimos 30 s con el de temperatura de hibridacién mas baja), y elongacion a 72°C (excepto
cuando se amplificaban fragmentos de gran tamafio que se realiz6 a 68°C) durante 30 s a 4
minutos dependiendo del tamafio del fragmento a amplificar. Finalmente se realiz6 una
elongacion final 10 minutos a 72°C (o0 a 68°C si los fragmentos a amplificar eran de tamafio
superior a 2,5 kb). Las unidades de DNAs polimerasas empleadas variaron dependiendo del
tamafio del fragmento a amplificar y las recomendaciones de las casas fabricantes.

4.12. Paseo cromosomico (Genome walking) mediante PCR
inversa.

Esta técnica fue empleada para extender las secuencias terminales de fragmentos conocidos
(genome walking). Para ello, aproximadamente 10 ug de DNA cromos6mico extraido como se
describe en el apartado 4.7 fue digerido con diferentes enzimas de restriccion en un volumen
final de 50 pl durante 12 horas con las cantidades y en las condiciones descritas por el
fabricante. A continuacién, se comprobé la eficiencia de la digestion analizando 2 pl de la
muestra mediante electroforesis en geles de agarosa. Seguidamente, la enzima fue inactivada
mediante una extraccion fenol:cloroformo. EI DNA digerido fue precipitado, y religado. Para
ello, se resuspendioé en 100 ul de 1x buffer de ligacién con 30 unidades de T4 DNA ligasa
(Amersham) manteniendose durante 24-48 horas a 16°C. Finalmente la mezcla de ligacion fue
nuevamente precipitada y resuspendida en 30 pl de H,O destilada estéril. Por ultimo, fueron
empleados 2 ul como molde para las distintas reacciones de PCR, el resto fue conservado a -
20°C vy reutilizado en sucesivas ocasiones. Se emple6 un panel de enzimas de restriccion con
diferente frecuencia de corte en el genoma de Listeria : Taqgl, Rsal, y Dral como representantes
de corte frecuente y Hindlll, Hhal, Xbal, Hphl, Hincll para obtener fragmentos con una talla
media superior. Las condiciones utilizadas en las reacciones de PCRs inversas se ajustaron a
las descritas en el apartado anterior, con la salvedad de que las fases de elongacion se
prolongaron durante 3-4 minutos a una temperatura de 68°C. Se utilizaron las DNA polimerasas
Biotag (Ecogen), DyNa (Biolabs, New England), BioTaq (Biotools) y Expand™ High Fidelity.
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4.13. Secuenciacion de DNA.

Se secuenciaron las dos hebras del DNA, directamente sobre los plasmidos o a partir de
productos de PCR. Para disminuir los posibles errores de las DNAs polimerasas, se
secuenciaron ambas cadenas de 3 productos de amplificacion solapantes diferentes. Las
primeras reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo inicialmente de forma manual
empleando el Kit comercial T7 sequencing de Pharmacia, utilizando [a-**P]-dATP como
marcaje (Amersham-Buchler). Posteriormente, empleamos los secuenciadores automaticos
ALF DNA de Pharmacia y Applied Biosystems 377(Perkin-Elmer) (Servicio de Secuenciacion
Automatizada de DNA de la Universidad Complutense de Madrid). Las secuencias obtenidas
se analizaron mediante el programa DNA Strider 1.0. (354) y el paquete informatico “Wisconsin
Genetics Computer Group” (GCG) version 10.0 para UNIX (Centro Nacional de Biotecnologia
CSIC, Madrid). Los otros programas informaticos descritos a lo largo de este trabajo,
empleados para analizar tanto las secuencias nucleotidicas como las aminoacidicas, fueron
obtenidas a través de Internet fundamentalmente a partir del National Center for Biotechnology
(USA) en la direccion http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, el instituto SANGER del Reino unido, en la
direccion http://www.sanger.uk, y la universidad de Lyon (Francia) en http://www.pbil.uni-

lyonl.fr .

Los oligonucleétidonucleétidos utilizados para la secuenciacién de las distintas
fragmentos se detallan en la tabla 4.4.

4.14. Clonaje directo de productos de PCR.

Para el clonaje directo de productos de PCR purificados se utilizé el vector T comercializado
por Amersham (pMOSBIlue T-vector kit). Ultimamente hemos utilizado el Kit TOPO TA
Cloning® de Invitrogen para clonar fragmentos de tamafio superior a 2,5 kb por su mayor
eficiencia de clonaje.

Para seleccionar clones con el inserto deseado, se realiz6 el analisis de
minipreparaciones de DNA plasmidico o bien la amplificacién por PCR, utilizando los
oligonucledtidonucledtidos T7/U19 y M13Reverse/M13forward (véase tabla 4.4) disefiados en
los extremos de pMOSBlue y pCR®-TOPO, respectivamente, o bien los oligonucleétidos
correspondientes a los extremos del fragmento clonado. Para la identificacién de los clones por
PCR se lisaron las bacterias resuspendiendo las colonias a analizar en H,O bidestilada estéril y
tratandolas con calor (5 minutos a 100°C).
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4.15. Construccion de mutantes delecionados en fase por doble
recombinacion homaologa.

Para crear las mutaciones por delecién en fase mediante doble recombinaciéon homéloga se ha
utilizado una estrategia basada en la construccion de un vector knock out derivado del vector
termosensible pLSV1, conteniendo un fragmento compuesto por las dos regiones flanqueantes
al segmento que se quiere delecionar. Para la obtencién del mutante AlyrA se amplificaron
mediante las parejas de oligonucleétidos Liv18/Livl7 y Livl9/Liv20 (véase tabla 4.4) los
fragmentos V1’ (300 pb) y V2’ (366 pb), respectivamente, que flanquean los extremos 5’y 3’ del
segmento a delecionar Fig. 4.1). Los oligonucledtidos Livl7 y Livl9 contienen la diana para
Xmal, Livl8 para BamHI y Liv20 para EcoRIl. Ambos fragmentos (V1' y V2') se sigirieron con
Xmal y posteriormente fueron ligados. Después de ser precipitada, la mezcla de ligacion
resuspendida en H,O destilada se utiliz6 como molde para realizar una segunda amplificacion
con los oligonucledtidos Livl8 y Liv20, obteniendo el fragmento denominado DVd. A
continuacion, este producto fue clonado en pMOSBIue, dando lugar al vector pbDVd (véase
tabla 4.3). Para transferir este inserto al vector pLSV1, ambos vectores fueron sometidos a
digestiones dobles EcoRI/BamHI, seguidas de la correspondiente ligacion, obteniéndose asi el
vector knock out pLDVd que contiene el fragmento delecionado de IyrA y una pequefias porcion
de sus regiones flanqueantes (véase tabla 4.3). Este plasmido se introdujo en Listeria mediante
electroporacion (véase apartado 4.17) y las células transformadas se seleccionaron a 30°C en
BHI suplementado con 5 ug/ml de eritromicina. Estas condiciones se utilizaron rutinariamente
para cultivar las cepas de Listeria que contenian el plasmido pLSV1 o cualquier construccién
derivada que no se encontrase integrada en el cromosoma. Para iniciar la mutagénesis se
partié de un cultivo en BHI con eritromicina 5 pg/ml durante 18 horas a 30°C de la cepa WT
conteniendo pLDVd. A continuacién se realizaron diluciones del cultivo (10, 102 y 10®), que
se sembraron a razén de 100 pl por placa en agar BHI 5 ug/ml de eritromicina. Dichas placas
se incubaron a una temperatura de 41,5°C que no permite la replicacién del plasmido
favoreciéndose asi la seleccion e mutantes de insercion por recombinacién homéloga del
fragmento DVd de pLDVd vy el alelo lyrA del DNA cromosémico. Las colonias obtenidas al cabo
de 72 horas de incubacion fueron analizadas mediante PCR detectar la integracion de pLDVd
en lyrA, en el mutante lyrA::pLDVd buscado (véase tabla 4.2). Para favorecer la eliminacién del
plasmido integrado y el alelo lyrA mediante doble recombinacién homéloga, se realizaron 30
subcultivos a 37°C cada 12 horas en BHI, para finalmente someter un Gltimo subcultivo a
41,5°C durante 24 horas. A continuacién, diluciones (10#10°,10°) del dltimo cultivo se
sembraron en placas de BHI. Las colonias obtenidas tras ser incubadas a 37°C fueron
replicadas en placas de BHI y BHI suplementadas con 5 ug/ml de eritromicina. Estas placas se
incubaron durante 48 horas a la temperatura no permisiva de 41,5°C para identificar aquellos
clones incapaces de crecer en presencia de eritromicina y en los que, por tanto, se habria
producido la eliminacién de la copia cromos6mica del vector. Las colonias con estas
caracteristicas fueron analizadas por PCR y/o Soutthern blot para comprobar la eliminacién del
plasmido y la existencia de una delecién del tamafio esperado en IyrA. Finalmente, la delecion
en fase de lyrA fue comprobada por secuenciacion.
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Figura 4.1. Diagrama de flujo en el que se representa la estrategia seguida para construir los
mutantes en fase obtenidos por doble recombinacion homologa. Para mas detalles, véase
apartado 4.14.
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4.16. Preparacion de construcciones de lyrA y orfD1-lyrA.

Para la construccién de los plasmidos recombinantes con la construccién del gen lyrA de la
cepa WT de L. ivanovii, se amplificé un fragmento de 984 pb conteniendo el gen y su zona
promotora (Figs. 3.1.4 y 4.2) con los oligonucledtidonuclettidos GD-13 y GD-23 (véase tabla
4.4). Este producto fue clonado en el vector pMOSblue, dando lugar al plasmido pBIlyrA (véase
tabla 4.3 y Fig. 4.2). La construccién bicistronica orfD1-lyrA se realizé del mismo modo,
utilizando los oligonucleotidos GD-5 y GD-23 (véase Tabla 4.4) para la amplificacién de un
fragmento de 1658 pb, dando lugar al plasmido pBorfD1-lyrA (véase Tabla 4.3 y Fig. 4.2). En
ambas construcciones se seleccionaron Unicamente los clones que presentaban su extremo 5’
préximo a la diana Sall y su extremo 3’ en el punto de corte de Smal. Para transferir los
insertos de los plasmidos de la serie pB al vector pHPS9 (223), se realizaron digestiones
dobles Smal/Sall y la correspondiente ligacion con pHPS9 linearizado con las mismas enzimas,
obteniéndose asi los plasmidos de las series pH (véase Tabla 4.3 y Fig. 4.2). Las
construcciones utilizadas para la complementacion fueron secuenciadas para comprobar su
integridad y que no contenian errores de amplificacion.

4.17. Preparacion de construcciones de prfA.

Para la construccion de los plasmidos recombinantes con el gen prfA de L. ivanovii WT asi
como de los mutantes M4 y NH-1 en forma monocistrénica, se amplificaron con los
oligonucleétidonucledtidos PrfA-1 y M-495 fragmentos conteniendo el gen y su zona (Fig. 4.3).
Estos productos, a diferencia del apartado anterior, fueron clonados directamente en el vector
pHPS9 (223), previamente linearizado mediante digestién con Smal, que crea extremos romos.
Se seleccionaron los clones con la orientaciéon que permitia que la zona promotora de prfA se
encontrara bajo el control del promotor PS9. Se obtuvieron asi los plasmidos de la serie pH,
pHprfA, pHM4 y pHNH-1 (Tabla 4.3 y Fig. 4.2). Como para todas las construcciones utilizadas
en complementaciones, los insertos fueron secuenciados para comprobar que no contenian
errores de amplificacién y mantenian las caracteristicas de los alelos de los que procedian.
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construcciones de lyrA y orfD1-lyrA. Para mas detalle, véase apartado 4.16.
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Figura 4.3. Esquema donde se representa la estrategia utilizada para preparar las distintas
construcciones de prfA, prfAM4 y prfANH-1. Para mas detalle véase apartado 4.17.

4.18. Introduccion de plasmidos en Listeria mediante
electroporacion.

Para la introduccion de plasmidos en Listeria se utilizé la electroporacién segun el protocolo
descrito por Park y Stewart (425). Las bacterias se incubaron en BHI con 0,5 M sacarosa
(Panreac) a 37°C y con agitacion fuerte hasta que los cultivos alcanzaron una DOgqg de 0,2
(alrededor de 6 horas de incubacion), momento en que se afiadieron 10 pg/ml de penicilina
para obtener células con la pared debilitada. Tras incubar durante 2 horas mas, las células se
recogieron por centrifugacién y se lavaron 4 veces con tampén Hepes (1mM Hepes (acido 4-(2-
hidroxietil)-piperazine-1-etano sulfénico; Fluka), 0,5 M sacarosa; pH 7,0), antes de
concentrarlas 400x mediante resuspension en el mismo tampén con 10% de glicerol. Las
electroporaciones se llevaron a cabo en cubetas apropiadas con una separacion de electrodos
de 0,1 6 0,2 cm (Bio-Rad), en las que se introdujeron las mezclas de 50 u 80 ul de células,
respectivamente, con 1-2 pul de plasmido; se aplico un voltaje de 10.000V/cm, con una
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resistencia de 400 Q y una capacitancia de 25 F utilizando los aparatos Gene Pulser™ y Pulser
Controller de BioRad. Una vez electroporadas, las bacterias se incubaron en BHI durante 1-2
horas en agitacion suave (100 r.p.m.) y a continuacion se sembraron en placas de agar BHI
utilizando las condiciones de incubacion y presién selectiva adecuadas.

4.19. Otras técnicas genéticas.

Las enzimas de restriccién y modificacion de DNA procedian de la casa comercial Pharmacia.
Las ligaciones se introdujeron en E.coli DH5a por transformacion, utilizando células
bacterianas competentes obtenidas mediante tratamiento con CaCl, (14). Los productos
amplificados por PCR, asi como los insertos extraidos destinados a subclonaje, se extrajeron y
purificaron de los geles de agarosa al 0,8% mediante el sistema Qiaquick™ Gel Extraction de
Qiagen. Los vectores digeridos con enzimas de restriccién se purificaron utilizando el sistema
comercial Clean Up (Promega) y Qiaquick™ PCR Purification Kit de Qiagen. Las extracciones
rutinarias de plasmidos a partir de E. coli se realizaron segun el método de minipreparacion de
DNA plasmidico por lisis alcalina (14). Esta misma técnica se utilizé para la extraccién de
plasmidos de Listeria, realizando durante la fase de lisis una incubacién en lisozima durante 2
horas a 37°C. La preparacion de plasmidos para hibridacion, secuenciacion, subclonaje de
insertos o electroporacion, se realiz6 utilizando el sistema comercial Plasmid Purification kit de
Qiagen y Ultraclean™ MiniPlasmid Prep Kit (Hispanlab). La precipitacién de &cidos nucleicos se
realizd mediante el carrier Pellet Paint™ Co-Precipitant (Novagen), de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.

4.20. Electroforesis de proteinas e immunoblotting.

El andlisis de proteinas se realiz6 por SDS-PAGE y Western immunoblotting. La obtencién de
las proteinas precipitadas de los SC se realizé a partir de cultivos de Listeria en BHI en el inicio
de su fase estacionaria. A continuacion, mediante centrifugacién se obtuvo el sobrenadante del
cultivo que seguidamente fue esterilizado por filtracion a través de membrana con poro de 0,22
um de diametro (Millipore). Las proteinas fueron precipitadas en frio durante 12 horas con un
10% de volumen final de TCA (acido tricloroacético), posteriormente fueron centrifugadas
durante 1 hora a 12.000 x g a 4°C, lavadas (a temperatura de refrigeracién) con 1 ml de
acetona fria y resuspendidas en 1/5 del volumen original de SC de Laemmli Buffer 1x (312).
Finalmente, las muestras fueron hervidas 10 minutos para favorecer su resuspension en
presencia de 1x Buffer de carga (Solucion stock 4x: 4 ml de Glicerina (100%), 3 ml de SDS
10%, 2ml de Tris-CIH 2M (pH 6,8), 750 ul de B-Mercaptoetanol, y 10 mg de Azul de
Bromofenol ajustado hasta 10 ml con H,O bidestilada estéril). Las muestras fueron
almacenadas a -20°C.

La técnica de SDS-PAGE se realizd siguiendo exactamente las indicaciones y

utilizando las soluciones descritas en el método del buffer discontinuo de Laemmli (312)
utilizando un 12% de acrilamida para el gel de separacion y un 5% en el gel de
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empaguetamiento. La tinciébn con Azul de Coomassie R-250 y el destefiido se realizaron
también conforme a Laemmli (312). Las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad) durante 2 horas mediante un Mini Trans-Blot® (Bio-Rad). Las
membranas se saturaron con proteina en TBS (50 mM Tris-CIH (pH 7,5) y 1,5 M de NacCl) con
5% de leche desnatada) durante 30 minutos a temperatura ambiente (RT). La
inmunodeteccion de ILO se realizé utilizando anticuerpos policlonales especificos obtenidos de
conejo (amablemente cedidos por J. Kreft, Universidad de Wurzburg, Alemania) diluidos 1:30
en TTBS (TBS + 0,1% de Tween 20). El reconocimiento de los anticuerpos primarios se realizd
utilizando anticuerpos secundarios anticonejo conjugados con peroxidasa de rabano picante
(Bio-Rad) (diluidos 1:2000). Las reaciones positivas fueron detectadas con 4-cloro-1-naftol o,
alternativamente, el sistema ECL (Western blotting analysis System, Amersham) siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

4.21. Curvas de crecimiento.

Las curvas de crecimiento se realizaron en matraces de 250 ml de capacidad con 100 ml de
medio de cultivo. Los medios se inocularon diluyendo en proporcién 1:200 precultivos de 18
horas en BHI o LB en funcion del medio utilizado para el ensayo de crecimiento. El crecimiento
bacteriano se midié regularmente determinando la DO de los cultivos a una longitud de onda de
600 nm en un espectrofotometro Hitachi 150-20. Para garantizar la linearidad de los resultados,
las mediciones se realizaron sobre diluciones apropiadas del cultivo de tal forma que la DO
nunca fuese superior a 1, calculandose la DO final multiplicando por el correspondiente factor
de dilucién.

4.22. Ensayos de virulencia.

Se llevaron a cabo dos clases de ensayos de virulencia empleando el modelo murino. Los
experimentos con el mutante 44/2, se realizaron mediante infeccidon experimental en ratones
hembra de raza Swiss (Charles River, Saint Aubin les Elboeuf, Francia) de 6 a 8 semanas de
edad y libres de patégenos especificos (SPF), segun métodos previamente descritos (461). Los
experimentos con los mutantes GD-3 y GD-1 se realizaron en ratones SPF hembra de raza
BALB/c (Harlan Ibérica). En ambos casos, grupos de 5 ratones fueron infectados por via
intravenosa con dosis de 1x10° a 1x10% in 0,2 ml de PBS, calculandose la LDsy se ha calculado
segun el método de Reed y Muench (465).

Para los estudios de virulencia en corderos, se inocularon lotes de tres animales
procedentes de una misma explotacidon por via intravenosa. Se administraron las diferentes
dosis de las cepas analizadas resuspendidas en 10 ml de PBS. Las necropsias se realizaron
en el servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Clinico Veterinario de la Facultad de
Veterinaria de Madrid (UCM).
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5. CONCLUSIONES
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Las conclusiones mas relevantes del trabajo presentado en esta Tesis Doctoral se resumen a
continuacion:

Primera. Hemos identificado y caracterizado genéticamente una nueva regién de virulencia de
Listeria. Se trata de LIPI-2, una isla de patogenicidad de 22 kb que contiene el gen de una
esfingomielinasa, smcL, rodeado de un gran numero de genes de internalinas. LIPI-2 es
especifica de L. ivanovii y estd probablemente implicada en el tropismo patogénico de esta
especie.

Segunda. Esta isla se encuentra insertada, con una estructura genética similar, en el mismo
punto cromosOmico en todas las cepas de L.ivanovii analizadas, incluida la subsp.
londoniensis. Esto revela que LIPI-2 forma parte desde hace tiempo del patrimonio genético de
L. ivanovii, habiendo sido adquirida por esta especie antes de su diversificacion en las dos
subramas filogenéticas que la constituyen actualmente.

Tercera. LIPI-2 constituye el primer locus multigénico de virulencia descrito en bacterias gram-
positivas que cumple la mayoria de los criterios que definen a las islas de patogenicidad, v.g.
presenta un contenido en G+C significativamente distinto al del genoma de la especie, es
inestable, y su punto de insercidn se encuentra asociado a un locus tRNA.

Cuarta. El analisis del lugar de insercion de LIPI-2 en el nicleo genémico de las distintas
especies de Listeria, enmarcado por los loci ysnB e ydel, revela la posible existencia de un
punto caliente de variabilidad genética en el que existen distintos fragmentos de DNA
insertados, como por ejemplo LIPI-2 en L. ivanovii.

Quinta. En este trabajo hemos identificado diez de los veintiGn genes de internalina
actualmente conocidos en Listeria, y descrito las dos primeras internalinas asociadas con la
pared en L. ivanovii. Este tipo de internalinas estan asociadas con el fenotipo invasivo y el
tropismo celular en L. monocytogenes.

Sexta. La inestabilidad genética de LIPI-2 se traduce en una delecion de 17.5 kb en el
cromosoma de L. ivanovii, que abarca el extremo derecho de la isla asi como un fragmento
flanqueante del cromosoma. Dicha delecion es reproducible y resulta en una pérdida de
virulencia para el ratén y la oveja, aparentemente asociada con un cambio en el tropismo
organico en esta Ultima especie.

Séptima. Cuando L. ivanovii es expuesta a condiciones de estrés asociadas con elevada
temperatura y/o fase estacionaria, responde generando con elevada frecuencia un fenotipo
variante débilmente hemolitico que revierte a la situacién original en cuanto se restablecen las
condiciones normales de cultivo. Algunos de estos variantes, sin embargo, presentan
mutaciones estables que afectan a loci de virulencia tales como prfA o LIPI-2, o a un locus
hasta ahora no identificado y que podria estar implicado en la regulacién coordinada de smcL e
i-inlE.

Octava. El andlisis de uno de los mutantes prfA obtenidos revela la importancia del dominio de

cremallera de leucinas presente en la zona C-terminal en la funcién transcripcional de este
regulador.
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Novena. Hemos caracterizado una region cromosomica comun a L.ivanovii y
L. monocytogenes en la que hemos identificado el primer regulador de la familia LysR descrito
en Listeria (LyrA). Esta region se encuentra también en la especie apatdégena L. innocua, por lo
gue se deduce que forma parte del ndcleo genémico comun presente en todas las especies del
género. En consonancia con este hecho, una mutacién lyrA no afecta a la virulencia.

Décima. Finalmente, nuestro trabajo pone claramente de manifiesto el peligro que suponen
para la investigacion en genética molecular de Listeria las mutaciones espontaneas cuando
para la seleccién de eventos de mutacion especificos se utiliza un sistema de cribado basado
en el fenotipo. Para evitar sorpresas desagradables, pérdidas de tiempo y errores de
interpretacion, consideramos indispensable comprobar la asignacion de funcién tras la
mutagénesis mediante complementacion génica.
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Fig. 1.4. Representacion esquematica de la estructura genética de la familia multigénica de internalinas en L. monocytogenes y L. ivanovii. La direccion de
transcripcion en todos los caso va desde la izquierda a la derecha. Las caracteristicas estructurales mas relevantes de las proteinas codificadas también se
indica (para mas detalles apartado 3.3.2.5.1). Se sefala la diferente organizacién gen entre los dos clusters de inls sugiere que inlH ha sido ética encontrada
en el mismo locus de inls en dos aislados del serovar 1/2a de L. monocytogenes cepa EGD. El analisis comparado de la secuencia generado como
consecuencia de la recombinacion entre el extremo 5’ de inIC2 y el extremo 3’ de inID (432).
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Fig. 1.2. Representacion esquematica de la estructura genética de la region cromosémica del cluster hly de virulencia en Listeria spp. Los genes que pertenecen al cluster
central de virulencia estan sefialados en verde. Esta region central de virulencia se encuentra insertada en la region cromosomica flanqueada por prs y orfB. Los genes que se
encuentran presentes en todas las especies de Listeria, delimitando la regién hly de virulencia, se indican en negro. En L. monocytogenes, en la region intergénica plcB-orfB,
se resaltan dos ORFs representadas en amarillo (orfX) y rojo (orfZ) que delimitan el posible punto de delecién del cluster hly de virulencia en L. innocua (texto en 1.3.1). En la
region plcB-orfB de L. ivanovii, se sefialan dos ORFs, orfX (en amarillo para resaltar que es ortélogo de orfX L. monocytogenes) y orfL en azul (sin ortélogo en
L. monocytogenes pero si en L. welshimeri). Como en L. monocytogenes, estas ORFs delimitan el punto de delecion del cluster de virulencia en la especie apatégena
L. welshimeri. Las ORFs adicionales presentes en el cluster central de virulencia de L. seeligeri, se sefialan en naranja (orfC,D y E), o bien rayadas en naranja y verde (orfK,
dplcB), con lo que indicamos que los proteinas que codifican muestran similitud con productos del cluster central de virulencia (OrfK exhiben un 39% de similitud con PIcA y
dPIcB es un duplicado truncado de PIcB). Esta figura es una modificacion de la publicada en (539).
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Figura 3.1.6. Organizacion fisica y transcripcional del locus lyrA de L. ivanovii y su region flanqueante. Debajo de cada gen estan representados los transcritos identificados
mediante Northern blot que se indican esquematicamente con flechas punteadas. El punto de insercién de Tn1545 esta sefialada con un tridngulo. Se indican los puntos de
inicio de la transcripcion (P), las posibles cajas-LysR (rectdngulos), y estructuras secundarias compatibles con constituir terminadores (bucles). Los segmentos representados
en trazo grueso en la parte superior de la figura representan los fragmentos de DNA insertados en pHP59 que dan lugar a las construcciones para trans complementar con
lyrA y orfD1-lyrA.. Las flechas pequefias se corresponden con los principales oligonucledtidos utilizados. Los segmentos representados en la parte inferior representan los
fragmentos obtenidos por PCR inversa con distintas enzimas de restriccion: Hs, Hindlll; C, Clal; T, Taqgl; Hz, Hincll.
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Tabla 3.2.1. Propiedades de los mutantes débilmente hemoliticos.

Mutantes Controles
Clase | Clase I Clase lll Clase IV WT A-prfA Ai-inlE smcL::QKm

Actividad hemolitica en AS® + +++ + ++ ++++ + +H++ ++
Halo de hemolisis incompleta® +++ + + - +++ +++ +++ -
Reaccion de CAMP con
R. equi:

forma Pala Pala Pala Cerilla Pala Pala Pala Cerilla

tamafio Grande Pequefia Pequefia Grande Grande Grande
Expresion de plcB® 0.28+0.019  24.63+0.52 0.16+0.04 25.88+3 25.15+1.92 0.13 +£0.09 - +++
Produccién de i-InlE - + - - +++ - - +++
Utilizacion de G-1-P° Lento Réapido No lo utiliza Rapido Rapido No la utiliza Réapido Rapido
Unidades de actividad SMasa® 25 19.7+1.91 9.5+1.77 2.95+1.10 35.55+3.85 26 36 3.9+0,9

4Las actividades hemoliticas de las distintas cepas de L. ivanovii se han valorado semicuantitativamente con la siguiente escala: —, reaccion negativa; + a
++++, distintos grados de reaccion positiva en placas de agar sangre cultivadas a 37°C durante 36 horas.

Los sobrenadantes de los mismos cultivos en el inicio de la fase estacionaria de crecimiento fueron utilizados para medir las actividades SMAsa, lecitinasa, utilizacion de G-1-
Py, tras ser precipitados con TCA, analizados mediante SDS-PAGE al 12% (Figs 3.2.5 y 3.2.6) (véase materiales y métodos). Todos los datos representan la medida de, al
menos, tres determinaciones + la desviacién estandar.

®La expresion de plcB se ha medido determinando la actividad lecitinasa en los SC. Una unidad lecitinasa (UPIcB) se defini6 arbitrariamente como la cantidad de enzima
necesaria para determinar un incremento de 0.1 en la absorbancia a una longitud de onda de 510nm.

9Una unidad de actividad SMasa se ha definido arbitrariamente como la cantidad de enzima necesaria para determinar un incremento, en dos horas a 37°C, de 0.01 en la
absorbancia medida a una longitud de onda de 330. La actividad SMasa residual que aparece en las variantes de clase IV y en un mutante por inserciéon en el gen smcL
(smcL::QQKm), se le ha atribuido a la actividad SMasa de la fosfolipasa C PlcB de amplio rango de sustrato (véase texto y 179,192,iError! No se encuentra el origen de la
referencia.).

‘Capacidad de utilizacién de G-1-P a 37°C determinada por el tiempo (en horas) requerido para acidificar el medio de cultivo. Se utiliz6 medio base para azicares rojo fenol
con una concentracion del azicar de 10mM (véase apartado de materiales y métodos y (447)). Una rapida utilizacion se considera un resultado positivo en 12 horas y una
lenta utilizacion después de 72 horas de incubacién. La no utilizacion indica que no se produjo acidificacion del medio tras mas de un mes de incubacion.

Todas las cepas utilizadas estén descritas en la tabla 4.1 de materiales y métodos.
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Tabla 3.3.5 A. Porcentaje de Identidad® entre las internalinas pequefias y secretadas.

Internalina i-InIC i-InID i-InlE i-InlF i-InlG® i-InlH i-Inll i-InlJ i-InlK i-InlL
(tamafio) (aa solapados)

i-InIC (296) 53,04 (296) 56,7 (231) 47,3 (296) 63,1 (296) 50,4 (272) 62,9 (230) 47,8 (296) 54,4 (296) 49,0 (261)
i-InID (313) 54,9 (231) 54,2 (296) 55,6 (313) 49,5 (272) 53,0 (230) 46,8 (310) 56,6 (312) 46,3 (261)
i-InlE (231) 51,5 (231) 53,0 (231) 54,5 (231) 70,4 (230) 50,4 (231) 48,5 (231) 45,9 (231)
i-InlF (320) 53,4 (320) 45,6 (272) 49,8 (230) 45,4 (310) 56,3 (312) 45,2 (261)
i-InlG (615) 50,5 (272) 56,3 (230) 48,15 (310) 44,3 (310) 49,6 (261)
i-InlH (272) 47,0 (230) 45,3 (272) 45,7 (272) 56,0 (261)
i-Inll (230) 47,5 (230) 47,8 (230) 43,0 (230)
i-InlJ (416) 44,3 (312) 44,5 (261)
i-InlK (312) 45,6 (261)
i-InlL (261)

% Los porcentajes de identidad se han calculado alineando las secuencias aminoacidicas de las distintas internalinas mediante el programa BESTFIT utilizando un tamafio de

GAP de 8, del paquete informatico GCG version 10.0 para UNIX (jError! No se encuentra el origen de la referencia.)
®Todos los alineamientos se han optimizado entre el extremo N-terminal (310 aa) de i-InIG y el resto de las internalinas.

En negrita se destacan los porcentajes de identidad mas significativos que coinciden con los agrupamientos descritos en el apartado 3.3.3. Asi, i-inlE e i-Inll; i-InlL e i-InlH; i-InlF,
i-InlK, i-InlJ; y, por Gltimo la proteina quimérica i-InlG que presenta gran homologia con i-InIC en su mitad N-terminal.

Tabla 3.3.5B. Porcentaje de identidad ? entre las internalinas grandes asociadas a la superficie de LIPI-2, InIB e InlA de L. monocytogenes.

Internalina i-In1B2 i-In1B InIB InlA
(tamafio en aa) (aa solapados)
i-InIB2 (897) 60,6 (897) 37,0 (630) 39,4 (800)
i-InIB (1078) 35,8 (630) 35,9 (800)
InIB (630) 36,4 (630)
InlA (800)

Nétese como el porcentaje de identidad entre las dos internalinas de superficie de LIPI-2 contrasta marcadamente con el que muestran el resto de las I-Inl entre si, lo que
sugiere un posible origen por duplicacién, al igual que las s-Inls de LIPI-2.
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Tabla 3.3.1. Principales caracteristicas de las distintas ORFs flanqueantes a LIPI-2

ORF/nombre Codénde Codénde Posible cajaRBS n°aa/tamafio de Punto” Homologo en Homologo en las bases de datos Posible funcién® Referencia
del gen iniciacion stop (posicién)? proteinab (kDa) isoeléctrico L. monocytogenes EGDe (n° acceso)(% identidad®)
(% identidad/aa solapados®)
YsnB ND TAG ND ND ND 2303.1/YsnB (94%/123) YsnB_BACSU (sp: Desconocida
P94449)(46%/113) (298)
ORF4/ydel ATG TAA GAGG 197/22,5 7,7 2301.1/Ydel (%/197) Ydel_BACSU Desconocida (298)
(-10/-13) (BG12136)(61%/197)
ORF5/yjdN ATG TAA AGGAGG 132/14,9 4,24 2300.1/YjdN(%/132) YjdN_ECOLI Desconocida (iError! No se
(-8/-13) (sp: P16681)(30%/130) encuentra el
origen de la
referencia.)
ORF6 ATG TAA GGAGGG 203/23,1 7,7 2299.1(77%/199) YhfR_BACSU probable fosfoglicerato (298)
(-7/-12) (sp: Y14084)(24%/184) mutasa
ORF7 ATG AGGAGG 86/9,4 4,18 4053.1(84%/65) No tiene Desconocida
(-7/-12)
ORF8/RnaH ATG TAA GAGGA 470/53,1 9,25 2298.1(91%/470) DEAD_BACSU Probable RNA helicasa (298)
(-6/-10) (sp: P42305)(59%/474) dependiente de ATP
ORF9 ATG TGA AAGGGA 401/44,3 9,1 2293.1(81%/401) YwoG_BACSU Homélogo a proteinas de
(-5/-9) (BG70065)(24%/380) resistencia a quinolonas
ORF10 ATG TAA AAGGA 219/25,94 5,60 2292.1(90%/219) PrfA_LISMO Homélogo a reguladores  (genoma
(-10/-14) (X61210)(27%/208) transcripcionales de la Listeria)
familia FnR

% La posicion se corresponde con la distancia en nucleétidos desde el posible codén de inicio de la traduccion.
b ~ . L. . . . . i -
Se han calculado el tamafio, en kDa, y el pl de las proteinas utilizando la aplicacién ProtParam, disponible en http://www.expasy.ch/cgi-bin/protparam.
¢ Los porcentajes de identidad han sido calculados utilizando el programa BLAST sin filtro, utilizando el algoritmo de Altschul (jError! No se encuentra el origen de la referencia.), disponible en la
direccion http:/www.ncbi.nim.nih.gov/cgi-bin/BLAST/nph-newblast.
La posible funcion esté basada en los datos de homologia obtenidos en las bases de datos.

ND indica no determinado.
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Tabla 4.1. Cepas de Listeria utilizadas en este trabajo.

Cepas Otras Descripcion Origen Procedencia Referencia
denominaciones
L. ivanovii
ATCC?19119" SLCC 2779"; PAM® 424 Cepa tipo, serovar 5 Coleccion H.P.R. Seeliger (498)
D-23 CLIP? 75820; PAM 209 Cepa silvestre, serovar 5 Clinico, bovino Nuestro Laboratorio -
P-55 CLIP® 75819; PAM 55 Cepa silvestre, serovar 5 Clinico, ovino Nuestro Laboratorio -
CLIP? 12229 CLIP® 75822; PAM 709 Cepa tipo de la ssp. londoniensis, serovar 5 Coleccion J. Rocourt (42)
L. monocytogenes
P14 PAM 14 Cepa silvestre, serovar 4b Clinica, humana Nuestro laboratorio (545)
EGD-e PAM 358 Cepa silvestre, serovar 1/2a Coleccion T. Chakraborty (Alemania) (369)
L028 PAM 259 Cepa silvestre, serovar 1/2c Coleccion P. Cossart (Francia) (550)
SLCC* 2755 PAM 484 Cepa silvestre, serovar 1/2b Coleccion H.P.R. Seeliger (497)
SLCC® 2373 - Cepa silvestre, serovar 3a Coleccion H.P.R. Seeliger (497)
SLCCF 2540 - Cepa silvestre, serovar 3b Coleccion H.P.R. Seeliger (497)
L. innocua
ATCC 33090 NCTC 11288; PAM 153 Cepa tipo, serovar 6a Coleccion H.P.R. Seeliger -
ATCC 33091 NCTC 11289; PAM 152 Cepa silvestre de referencia del serovar 6a Coleccion H.P.R. Seeliger —
L. seeligeri
CIP® 100100 SLCC 3954; PAM 499 Cepa tipo, serovar 1/2b Coleccion J. Rocourt (453)
SLCC 5921 PAM 498 Cepa silvestre, serovar 1/2b Coleccién H.P.R. Seeliger -
L. welshimeri
SLCC 5334 CIP 8149; PAM 497  Cepa tipo, serovar 6a Coleccion J. Rocourt (453)
C20 PAM 572 Aislado de alimentos, serovar 6b Nuestro laboratorio J. P. Encinas -
L. grayi
ATCC 19120 - Cepa tipo ssp. grayi Coleccion - (459)
691 - Cepa silvestre de ssp. murrayi Nuestro laboratorio - -

& Collection de Listeria de I'Institut Pasteur.
® Collection de I'Institut Pasteur.
¢ Seeliger Listeria Culture Collection.

¢ American Type Culture Collection.

€ Coleccion del Grupo de Patogénesis Molecular Bacteriana.
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Figura 3..2.8. Esquema de las principales caracteristicas de organizacion de la estructura primaria de PrfA comparado con los dos PrfA mutados. Principales diferencias a nivel de su secuencia
nucleotidica.

B. Representacion de PrfA WT en el que se indica en su extremo C-Terminal el posible dominio HTH (helix-turn-helix, se corresponde con la zona rayada) y el motivo de cremalleras de leucinas LZ
(leucine zipper, indicado por una zona punteada). Las dos repeticiones directas de secuencias de nucleétidos se encuentran sefialadas por dos flechas horizontales.

A. Representacion de PrfA del mutante M4 (M4PrfA). Un triangulo vertical indica el punto donde comienza la nueva proteina (representada por una zona fondo negro) originada por el cambio en la
fase de lectura producido por la delecidon de una A en su secuencia nucleotidica. La nueva secuencia de nucledtidos asi como su traduccion a amino&cidos (representados por cédigo uniletra,
debajo) esta representada en la parte final del esquema de iPrfA.

C. Esquema de PrfA del mutante NH (NHPrfA). El punto de recombinacion esté indicado por un tridngulo vertical. El nuevo extremo generado en NHPrfA esta representada esquematicamente por
un recuadro con trama negra. En el extremo final de NHPrfA se muestra la nueva secuencia de nucleétidos originada por la recombinacion y su correspondiente traduccién a aminoacidos (en
caodigo uniletra, debajo). La posicion nucleotidica se indica a la izquierda y la de aminoéacidos a la derecha.
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Figura 3.2.4. SDS-PAGE y Western immunoblot con anti-ILO de los SC del inicio de la fase exponencial precipitados con TCA.

A. Una misma cantidad correspondiente a 800 ul de SC precipitado con TCA ha sido cargada en cada carril y SDS-PAGE en un 12% de acrilamida. La posicién de ILO (58kDa)
e i-InlE (27kDa) esta indicada mediante flechas horizontales. Se observa una ausencia en la produccién de ILO en todos los mutantes tanto deficientes (M4) como impedidos
(NH-1, AprfA) en la expresion PrfA-dependiente. Debida a la gran cantidad de proteina no se aprecian practicamente diferencias en la produccion de i-InlE en el mutante IN-1.
La produccién de i-InlE esta ausente en todos los mutantes con un fondo genético deficiente o impedido en prfA (M4, NH-1, AprfA), un mutante Ai-inlE y la variante
perteneciente a la clase IV (GD-3). Aungue en el mutante Ai-inlE se aprecia claramente una débil banda de 27kDa, no se corresponde con SmcL como se ha propuesto (144) ya
gue, no se detecta en aquellos mutantes con un fondo genético deficiente o alterado en prfA y, por tanto, una ausencia en la expresién de i-inlE aunque la expresion de smcL
sigue estando inalterada.

B. Western immunoblot con anti-ILO de las proteinas mostradas en A. Se observa una misma cantidad de ILO producida en los mutantes con fenotipo hemolitico alterado
independiente de PrfA. Debida a la mayor sensibilidad se puede apreciar, que en el mutante M4 y la complementacion de AprfA con el alelo mutado prfAM4 existe una pequefia
produccion de ILO (estan sefialadas mediante dos flechas horizontales), corroborando los resultados observados previamente en placas de ASO en los que M4 y AprfA+pHM4
presentan una hemodlisis ligeramente superior a los mutantes PrfA-impedidos (NH-1, AprfA).
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Figura 3.3.5. Organizacion fisica de LIPI-2 y sus regiones flanqueantes. Los genes estan representados a escala por flechas. Las que tienen color negro definen los extremos de LIPI-2. El color
rojo representa a smcL, en azul claro se sefialan las internalinas de pequefio tamafio y secretadas, mientras que en azul oscuro se muestran las internalinas de superficie de gran tamafio. Las
posibles cajas PrfA se representan con rectangulos y mantienen la gradacion de color descrita en la leyenda de la Figura 3.3.1, asi diferenciamos cuatro tipo de cajas PrfA: perfecta de color negro;
gris oscuro con una desviacion; gris claro con dos desviaciones; y blanca con tres desviaciones. El contenido en G+C de LIPI-2 y de los genes flanqueantes se representa en tres segmentos en la
parte superior del esquema. Los colores azul y negro de estos segmentos coinciden con el de las regiones que representan. Por Ultimo, los segmentos que se muestran en la parte inferior
representan los fragmentos obtenidos por sucesivas PCRs inversas con distintas enzimas de restriccion para caracterizar esta regién. Los oligonucleétidos utilizados en cada amplificacién se
representan por flechas pequefias y se muestran en cada segmento. Asimismo, en los extremos de los segmentos se muestran las enzimas de restriccion empleadas: Hs, Hindlll; T, Taql; Hz, Hincll;
R, Rsal; H, Hhal; X, Xbal; Hp, Hphl.
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Figura 3.3.7. Alineamiento y principales caracteristicas estructurales de las internalinas de superficie de LIPI-2 e InIB de L. monocytogenes.

(A) Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de InIB, i-InIB e i-InIB2. Las tres proteinas han sido alineadas siguiendo la misma estrategia descrita en la
leyenda de la figura 3.3.6. En el extremo N-terminal se indica mediante una linea horizontal la secuencia del péptido sefal (SP). Asimismo, se sefala
mediante un triangulo invertido el punto de corte que se prolonga un residuo en InIB con respecto a las internalinas de L. ivanovii. En el margen derecho se
esquematizan las tres regiones estructurales en que se dividen las I-Inls: la region de repeticiones de leucinas (LRRs), una zona entrerrepeticiones (IR), y un
extremo C-terminal (Csa). En la regién de LRRs se sefialan mediante segmentos las distintas LRRs. N6tese que su nimero varia entre 18 en i-InlB, 13 en i-
InIB2 y 7 en InIB. Las secuencias IR se resaltan mediante un segmento punteado. Por Ultimo, el dominio C-terminal Csa se estudia mas detenidamente en la
figura 3.3.8.

(B) Representacion esquematica de la estructura de i-InIB, i-InIB2 e InIB, basandonos en los resultados obtenidos con los alineamientos de sus secuencias.
Los cuatro elementos estructurales: SP, IR, LRRs y Csa se representan en rectangulos de color negro, con fondo punteado, rallas oblicuas y gris,
respectivamente. Los cuadros con lineas discontinuas indican los LRRs ausentes introducidos para optimizar los alineamientos. Véase la figura 3.3.8 para un
andlisis detallado de la estructura del dominio Csa. Los numeros en la parte inferior de los esquemas representan las posiciones de los aa.
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