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NO DESISTAS

Cuando vayan mal las cosas
Como a veces suelen ir
Cuando ofrezca tu camino solo
Cuestas que subir
Cuando ya el dolor te agobie
Y no puedas ya sentir
Y precise sonreir aun teniendo que lorar
DESCANSAR A CASO DEBES PERO NUNCA DESISTIR
Cuando vayan mal las cosas
Como a veces suelen ir
Cuando ofrezca tu camino solo
Cuestas que subir
DESCANSAR A CASO DEBES PERO NUNCA DESISTIR.
Y no es dado a tu ignorancia
Alcanzar el bien que anhelas
Y que piensas tan lejano
Tras las sombras de la duda
Ya plantadas ya sombrias
Puede bien surgir el triunfo
No el fracaso que temias
ESFUERZATE, TU PUEDES, NO DESISTAS.
Cuando mal vayan las cosas
Mas debemos insistir
Descansar a caso debes
Pero nunca desistir
NO DESISTAS, NO DESISTAS, NO DESISTAS.

“Como es arriba es abajo y como es abajo es arriba”

v
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RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa y contagiosa que afecta tanto especies de
animales domésticos como silvestres y ademas es transmisible de los animales al hombre, el
cual es considerado como un huésped accidental. Esta enfermedad es causada por
bacterias patdgenas del género Leptospira y es una de las zoonosis mas importantes en el
mundo. Con la finalidad de aislar y caracterizar genes de Leptospira interrogans
serovariedad icterohaemorrhagiae asociados al proceso de infeccién, se construyé un banco
gendmico de expresion con la cepa RGA, utilizando como vector de clonacién al fago A ZAP
EXPRESS.

Utilizando un antisuero policlonal producido en conejo contra la serovariedad
icterohaemorrhagiae, se logro el aislamiento de clonas recombmantes

Se SG]SCCIOI‘I&I’OT‘I 12 clonas, 01411, X'114, X'121, 18"411, 2b" 313, 3b"111, 3¢" 1, 3c™. 211, 3c", s, 7a@"111,
3p"’ 1, 3b'"y; las cuales fueron subclonadas en el fagemrdo pBK-CMV generandose asi los
fagémidos recombinantes pART 1, pART2, pART3, pART4, pARTS, pARTS, pART7, pARTS,
pPARTS, ART10, ART13 y ART18.

Se selecciond al azar al fagémido ART9 el cual contenia un fragmento de ADN de L.
icterohaemorrhagiae de aproximadamente 2500 pb con [a finalidad de secuenciarlo. El
andlisis de la secuencia reveld la presencia de tres marcos abiertos de lectura (MAL)
incompletos. En la direccion 3’ del fragmento se localizé un coddén de término de la
traduccion TGA en la posicion 354, mostrando el posible MAL | incompleto de 356 pb, que
codifica para una proteina de 95 aminoacidos (aa). Comparando la secuencia de aa de este
MALLI con la base de datos del Banco de Genes (GenBank), se encontrd una identidad del
99% y una similitud del 99% con una transposasa Tn5. En la misma direccion se localizé un
coddn de término de la traduccién TGA en la posicion 143, mostrando el posible MAL i
incompleto de 602 pb, que codifica para una proteina de 200 aa. Este MALIl mostrd una
identidad del 85% y una similitud del 85% con la enzima cutinasa de Phyfophthora capcisi.
En direccién 5' se localizé un codén de término de la traduccién TAA en la posicion 144,
mostrando un posible MAL NI incompleto de 189 pb, que codifica para una proteina de 46
aa. Este MALHI incompleto reveld una homologia con una B-lactamasa resistente a
inhibidores TEM-79 de E. coli, observandose una identidad del 100% y una similitud del
100%. Sera necesario finalizar la secuenciacion de estos genes asi como las respectivas
regiones reguladoras, con la finalidad de caracterizar sus funciones biologicas.

Este trabajo de investigacién fue financiado por los Proyectos: PAPIIT IN503995,
CONACyT 1122PB Y PAPHT IN211598.




SUMMARY

Leptospirosis is an infectious and contagious disease that affects domestic as well as wild
animals. It is also transmitted from animals to man, being the latter an accidental guest. The
disease is caused by pathogen bacteria from the genus Leptospira, and it is considered one
of the most important zoonosis in the world. In order to isolate and characterize genes of
Leptospira interrogans serovar icterohaemorrhagiae, associated to the infectious process, a
genomic library was constructed using the strain RGA, and the phage A ZAP EXPRESS as a
cloning vector.

The isolation of recombinant clones was performed using a policlonal rabbit antiserum
against the serovar icterohaemorrhagiae. Twelve clones were selected and then, subcloned
in the pBK-CMV phagemide, with the purpose to obtain recombinant phagemids, the
recombinant phagemides were designated as ART phagemids. The phagemide ART9
containing a DNA fragment of serovar icterohaemorrhagiae of 2,500 bp was ramdomly
selected and sequenced. In the 3' direction the sequence analysis revealed the presence of
three incomplete open reading frames (ORF). A stop codon TGA was revealed at 354
position, showing the possible incomplete ORF1 of 356 bp, that encodes for a 95 amino acid
(aa) protein. After a Gene Bank data search ORFI was found to have 99% identity and a
99% similarity with a Tnb transposase. At the same direction, a stop TGA codon was found
at position 143, that encodes for a 200 aa protein, suggesting a possible 602 bp incomplete
ORFII. This ORF!l showed an 85% identity and similarity whit the gene that encodes for the
cutinase enzyme of Phytophora capcisi. In the §' direction a stop codon TAA was located at
the position 144, showing a possible incomplete ORFIl, of 189 bp, that encodes for a 46 aa
protein. This incomplete ORFIIl revealed an homology with a p-lactamase that resist
inhibitors TEM-79 of Escherichia coli, observing a 100% identity and 100% similarity. It will ber
necessary to complete the sequencing of those genes and the respective regulation regions,
in order to characterize the biological roles.




CLONACION Y CARACTERIZACION PARCIAL DE LOS GENES DE TRANSPOSASA
Tns, PB-LACTAMASA Y CUTINASA A PARTIR DE Leptospira interrogans
SEROVARIEDAD icterohaemorrhagiae.

INTRODUCCION.

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa y contagiosa causada por bacterias
patégenas del género Leplospira, la cual tiene una amplia distribucion tanto en especies de
animales domésticos como en animales silvestres y ademas es importante por su
transmisibilidad hacia el hombre, el cual es considerado como un huésped accidental.! La
leptospirosis en los animales y el hombre es considerada la zoonosis mas difundida, aunque
por lo general se manifiesta localmente como infeccion endémica o esporadica. Se ha
planteado la hipétesis de que todas las especies conocidas de roedores, marsupiales y
mamiferos podrian actuar como portadores y excretores de leptospiras. Recientemente se
han descrito mas animales excretores, entre los que destacan leones marinos, camellos,
monos ¥ rept'rles.z‘3

Los huéspedes de mantenimiento (reservorios) son aquellos en fos cuales el cicle de
infeccién es perpetuado entre la misma especie animal por transmisién directa. Este tipo de
huéspedes se caracteriza por la eliminacién constante de leptospiras. Otros animales de la
misma o diferente especie pueden llegar a ser infectados por transmisién indirecta; ellos son
frecuentemente huéspedes accidentales o incidentales, en los cuales la excrecion de
leptospiras es autolimitante o de corta duracion, terminando asi una vez que los animales

son retirados de la fuente de exposicién.2

Taxonomia de las leptospiras.

Dentro del orden de los Spirochaetales se encuentra la familia Leptospiraceae, la cual
comprende a los géneros Leptonema, Turneria y Leptospira. De acuerdo con la clasificacion
antigénica, el género Leptospira esta constituido por dos especies:

1.- L. interrogans la cual agrupa a 223 serovariedades de Leptospira en 25 serogrupos,

todas ellas patégenas para los animales y el humano (Cuadro 1).*

2.- L. biflexa la cual comprende a 60 serovariedades de leptospiras sapréfitas que no son
patégenas para los animales ni para el humano.*
3




Cuadro 1. Lista de los serogrupos de Leptospira interrogans reconocidos hasta el momento.

o oNGmero e e T s Serogrupo. s T s

1 Astrals

2 Autumnalis

3 Ballum

4 Bataviae

5 Canicola

6 Celledoni

7 Cynopteri

8 Djasiman

9 Grippotyphosa
10 Hebdomadis
11 Icterohaemorrhagiae
12 Javanica

13 Lousiana

14 Lyme

15 Manhao

16 Mini

17 Panama

18 Pomona

19 Pyrogenes
20 Ranarum
21 Sermin
22 Sejroe

B 23 Shermani

24 Tarassovi
25 Adn no designado

* Tomado del Instituto Pasteur: hitp//iwww. pasteur.fr.Bicl/Leptospira/interrogans.html 2001.
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Recientemente, mediante el uso de reacciones de hibridacién con sondas de ADN y analisis
de restriccion del cromosoma, se ha demostrado una considerable heterogeneidad entre
leptospiras patdgenas, de tal manera que la especie interrogans estd ahora dividida en 7
genoespecies: L. borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L.
santarosai y L. weili®® De igual forma, la especie biflexa que agrupa leptospiras no
patégenas, comprende 3 nuevas genoespecies: L. biflexa, L. meyeriy L. wolbachii.®

Leptospirosis en México.
Mas de la mitad de los paises y territorios del mundo han informado haber aislado una o mas
de las serovariedades existentes de L. interrogans, y en algunos otros hay evidencias
seroldgicas de su presencia, por io que puede suponerse que se encuentra esperando para
ser descubierta en el resto del mundo,” hace méas de 20 afios de esta publicacién y todavia
sigue vigente.B En México, todavia no se ha descrito el lugar que ocuparia la leptospirosis
dentro del pancrama epidemiolégico nacional. Al revisar el boletin semanal que emite el
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica de los anos de 1996 a julio de 1997 se
reporta la seroprevalencia e incidencia de fiebre tifoidea, paratifoidea, salmonelosis,
candidiasis, escarlatina, SIDA, célera y conjuntivitis entre otras, pero no se encuentra
ningdn reporte de prevalencia o incidencia de leptospirosis. 8

Los primeros estudios de la enfermedad en bovinos se realizaron en 1962, utilizando la
prueba de aglutinacion microscépica (AM) en campo oscuro.” Se ha demostrado Ia
transmicion experimental de leptospiras en algunos artropodos (garrapatas y piojos) sin
embargo, no son considerados vectores importantes.” De cualquier forma, en 1972, al
estudiar la situacién de la leptospirosis con base en estudios seroldgicos, se consideré a
ciertos artrépodos en la epidemiologia de la enfermedad."'

En México la importancia econémica asi como de salud ptblica de la leptospirosis es sin
lugar a dudas relevante, como lo hace constar él sin nimero de pub-licaciones nacionales al
respecto.11 El porcentaje de seropositividad en los sueros humanos coincide en la mayoria
de las diferentes investigaciones manteniéndose durante todas estas décadas entre 14 y
16% en las poblaciones abiertas.® En humanos, la serovariedad L. canicola destaca como la
serovariedad mas importante sin descartar a otras como L. icterohaemorrhagiae, (.
12,13

gryppotyphosa y L. pomona. Grupos ocupacionales en riesgo son los médicos

veterinarios, trabajadores de granjas dedicadas a la produccién de cerdos, de establos,
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12,13 Las

rastros y todos aquelios que tengan contacto directo o indirecto con animales.
inundaciones son un factor predisponente importante como se reportd en un brote de
leptospirosis humana que se presentd en Nicaragua.®

Durante el periodo de 1936 a 1998 el Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia
Epidemioldgicos (INDRE) recibidé un total de 3251 muestras de suero de humanos,
procedentes de varios estados de la Replblica Mexicana, mismas que fueron procesadas
para realizar ia técnica de AM con la finalidad de establecer un diagnéstico de leptospirosis.
Del total de muestras remitidas, 753 (23%) resultaron positivas a las siguientes

serovariedades:

417 (55.4%) contra L. canicola
229 (30.4 %) contra L. pomona
107 (14.2%) contra L. icterohaemorrhagiae.

Durante este periodo de analisis se notificé el fallecimiento de tres personas infectadas, de
las cuales, una presentaba un problema de inmunodeficiencia. Es importante hacer mencion
que la mayoria de los casos detectados han sido provocados por contacto directo con
animales infectados. Asi mismo, se demostré un incremento del nimero de casos durante
los meses de octubre, noviembre y diciembre. En este estudio la mayoria de los casos
positivos correspondian al estado de Tabasco, y en segundo lugar el Distrito Federal.™
Recientemente se determino la presencia de anticuerpos contra diferentes serovariedades
de Leptospira interrogans en diferentes poblaciones de leones marinos (Zalophus
californianus californianus), localizados en siete islas de! Golfo de California. La poblacién
humana en riesgo se reduce a pescadores del lugar, los cuales, visitan éstas islas y en
donde la transmision de leptospiras podria presentarse a través de una fuente indirecta de
infeccion.’

Por otro lado, resulta preocupante que en ia actualidad la leptospirosis humana llegue a
confundirse con enfermedades como hepatitis y dengue hemorragico debido a que existe un
desconocimiento de la enfermedad entre la poblacién de médicos cirujanos, razén por la
cual, el apoyo del laboratorio para establecer un diagnostico preciso de enfermedades con

cuadros clinicos similares de vital importancia.




En un estudio diferencial entre leptospirosis y dengue hemorragico realizado por el INDRE a
partir de casos con cuadro clinico ictero-hemorragico se determiné que de 351 muestras de
suero procedentes de pacientes negativos a dengue el 14% de las muestras (50)
reaccionaron positivamente contra L. interrogans, detectandose anticuerpos contra tres

diferentes serovariedades diferentes:

31 (62%) contra L. pomona.
14 (28%) contra L. canicola.
5 (10%) contra L. icterohaemorrhagiae.

Estos resultados confirman la presencia de la leptospirosis en cuadros ictero-hemorragicos y
la importancia del laboratorio en la confirmacion del diagnéstico clinico, ya que desde el
punto de vista médico, el tratamiento y manejo de estas enfermedades con cuadro clinico

similar es totalmente diferente.'®

Via de entrada y mecanismos de transmisién.

A pesar de afos de especulacidn, la ruta y modo de entrada de las leptospiras en la
infeccién natural no esta descrita al detalle. Se ha establecido que las leptospiras pueden
entrar a fravés de pequenas abrasiones en la piel y que pueden entrar directamente a la via
sanguinea o linfatica a partir de la mucosa conjuntival, mucosa del tracto genital, mucosa de
la cavidad oral y mucosa nasofaringea. Por otro lado, se ha establecido como poco probable
que ocurra |la penetracion a través de piel intacta o por otros sitios anatémicos. Animales o
humanos infectados eliminan a las leptospiras principalmente a través de la orina.?

Los humanos adquieren la infeccion cuando éstos tienen un contacto muy estrecho con
diferentes especies de animales domésticos infectados o cuando realizan sus actividades
dentro de territorios donde habitan diversas especies de animales silvestres y roedores
(reservorios naturales), y tienen contacto con riachuelos, charcos, abrevaderos y lodo
contaminados con la orina de éstos animales, los cuales eliminan leptospiras patégenas en
forma normal.

Et papel que juega la fauna nociva en las zonas urbanas como transmisores de leptospiras
es de gran importancia en la diseminacién de la enfermedad. Roedores estrechamente
relacionados con el habitat del ser humano tales como la rata negra y la rata noruega
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(Rattus rattus y Rattus norvegicus), asi como e! ratén comin (Mus musculus) pueden actuar
como fuente de leptospiras para el ser humano, perros y otras especies de animales, debido
a su amplia distribucion en zonas urbanas y rurales.'®

En estudios realizados con roedores, se ha visto que la rata negra es el huésped de
mantenimiento para el serogrupo Ballum de L. interrogans, mientras que la rata noruega se
comporta como huésped de mantenimiento para el serogrupo lcterohaemorrhagiae, mismo
serogrupo que es comunmente detectado en el hombre. De igual forma, se demostré que en
la rata negra urbana madura, es aproximadamente cuatro veces mayor la probabilidad de
que porte leptospiras en comparacién con las ratas negras inmaduras, mientras que a nivel
de campo la relacién fue de dos veces; y en la rata noruega fue cerca de tres veces mas
comun la infeccion de los animales maduros que en los inmaduros tanto a nivel de campo

como en las zonas urbanas.'”

Manifestaciones clinicas en animales domésticos.

En especies productivas entre las que se incluyen, en orden de importancia: bovinos,
cerdos, ovinos y caprinos, las pérdidas econdmicas originadas por la leptospirosis se
traducen en la presentacion de abortos, baja en la produccion lactea y muertes de animales
jévenes.’a Siendo los bovinos la especie animal mas comuinmente afectada por L.
interrogans, con una mayor severidad, la serovariedad hardjo bovis ha sido la mas
comiUnmente asociada con esta especie. Asi mismo, estimaciones basadas en estudios
seroldgicos indican prevalencias que van del 15 hasta el 60% en bovinos de México. '

Los perros son la especie animal con mayor relacién con el hombre por lo cual se
convierten también en una de sus principales fuentes de infeccidn. Leplospira
icterohaemorrhagiae y L. canicola han sido dos de las serovariedades mas cominmente
asociadas con esta especie, en la cual, se considera que la mayoria de los casos cursan en
forma subclinica, siendo mayor el nimero de perros con titulos positivos a Leptospira
inferrogans que el numero de perros que son diagnosticados clinicamente con la
enfermedad. En los perros son considerados tres principales sindromes : urémico, ictérico y
hemorragico, con signos clinicos que van desde fiebre de origen desconocido y anorexia,
hasta vomito y diarrea con sangre, estomatitis ulcerativa, ictericia, hematuria, hemoglobinuria
y signos nerviosos entre otros. La signologia varia ampliamente dependiendo de la
serovariedad, la edad, estado nutricional, fisiologico e inmunoldgico del perro, la dosis
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infectante y de diferentes factores ambientales. Lo que es un hecho es que éstas son dos de
las serovariedades comtinmente detectadas en el humano, 2% 22232425

La gran diversidad de signos y sintomas presentes durante la enfermedad en los animales,
derivan en la presentacion de cuadros subclinicos o bien a un estado de portador que
enmascaran y complican la evaluacion clinica de los animales afectados. Por otro lado, la
reconocida dificultad en el aislamiento del agente etiolégico hace necesario el uso de la
combinacién de diversos métodos (clinicos, microscopicos, seroldgicos y bacteriologicos)

1,18, 26,

para emitir un diagnéstico acertado. Tales métodos suelen ser imprecisos, subjetivos y

ocasionalmente lentos, razones por la cuales se estdn buscando alternativas

diagnosticas. '*®

Caracteristicas Generales del género Leptospira.

Observadas bajo el microscopio de campo oscuro, las leptospiras son microorganismos
delgados, helicoidales y méviles que miden 0.1 um de diametro y de 6 a 20 um de longitud
con ganchos en uno o ambos extremos, no presentan capsula y no producen esporas. Se he
relacionado la ausencia de ganchos con la pérdida de virulencia en cepas cultivadas in vitro,
aunque formas virulentas sin ganchos han sido reportadas.”’

Mediante la tincion de Gram, las leptospiras se tifien débilmente y son dificiles de distinguir,
por lo que pueden ser tefidas para su visualizacion mediante tincién de Giemsa, tinciones
argénticas aplicadas a tejidos, inmunoflucrescencia e inmunoperoxidasa. Asi mismo se ha
demostrado que técnicas moleculares como la hibridacion in situ, permiten observar a las

leptospiras intactas.?®

Habitat.

Las leptospiras son bacterias acuaticas, moviles, cuyo habitat natural es la orina de animales
infectados o animales reservorios naturales (zorrillos, conejos, mapaches, tlacuaches,
venados, ratas, venados, zorros, lobos, serpientes entre otros), aguas estancadas, lodo y
todo tipo de ambientes acuéticos contaminados con orina conteniendo leptospiras. La
estructura del suelo y subsuelo son importantes para la supervivencia de leptospiras en
periodos de sequia. Las leptospiras patdgenas muestran una gran adaptabilidad ante los
constantes cambios a los que se enfrentan, tales como caracteristicas del suelo, salinidad
del agua, temperatura de animales febriles, condiciones de los tubulos renales y vejiga.

9




Componentes Estructurales y antigénicos.

Estructuralmente, las leptospiras estan constituidas por una envoltura externa comparable a
la membrana externa de las bacterias Gram negativas, Ia cual se compone de moléculas de
proteina, lipidos y lipopolisacarido (LPS), una capa de peptidogiicano con un componente
caracteristico, acido a.e-diaminopimélico y una membrana citoplasmatica? Entre la
membrana externa y el peptidoglicano se encuentra el espacio periplasmico, sitio en donde
se ubican dos endoflagelos de doble banda los cuales se insertan en ambos polos a través
del complejo peptidoglicano, de ahi avanzan a todo lo largo de la bacteria y rara vez cruzan
la region central. Los endoflagelos dan una consistencia sélida a la bacteria y son los
responsables de la movilidad caracteristica de las leptospiras.®**°

Ei LPS es el principal componente antigénico hacia el cual se dirigen los anticuerpos
aglutinantes y casi sin excepcion, los antigenos inmunoreactivos son similares o derivados
del LPS. El core (region central del LPS) contiene ramnosa y los genes que codifican para la
sintesis de este aziicar ya han sido caracterizados.?' El efecto de la respuesta inmune hacia
el LPS conduce a la destruccion de la cubierta externa y la pérdida de la integridad del
microorganismo.>

Varios oligosacaridos incluyendo aztcares fosforilados y aminoaztcares comprenden los
epitopes de las cadenas externas confiriendo especificidad serologica e inmunidad.** Por lo
tanto, se asume que el mosaico antigénico sobre la superficie de las leptospiras difiere tanto
cuantitativa como cualitativamente de cepa a cepa, resultando asi en la seroespecificidad;
reacciones con anticuerpos monocionales sostienen este punto.*

Ademés de los antigenos a base de carbohidratos, varios antigenos proteicos han sido
descritos. Mediante el tratamiento con un detergente no iénico (Tritdn X-100) se produce un
antigeno proteico de 62 kDa reactivo contra 24 cepas de Lepfospira por fijacion de
complemento, inmunodifusidn y ELISA.* Esta proteina tiene todas las caracteristicas de un
antigeno com(n GroE, proteina de choque térmico.*® Por otro lado, se ha identificado una
proteina de superficie de 31 kDa, (OmpL1) en la membrana externa, esta proteina se
encuentra més densamente distribuida en cepas virulentas que en cepas avirulentas.
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Factores Fisicos y Quimicos que influyen en el crecimiento de las
leptospiras.

Temperatura.

Las leptospiras, tanto patégenas como no patdégenas crecen in vitro en un intervalo de
temperatura 6ptimo de 28 a 30°C con temperaturas extremas de 11 a 42°C. Se ha propuesto
el crecimiento a temperaturas de 11 a 13°C como una prueba fenotipica para identificar a L.
biflexa, la cual tiene la capacidad de crecer a esta temperatura, a diferencia de L.

interrogans que no crece.’

Potencial de Hidrégeno (pH).
Las leptospiras crecen adecuadamente a un pH de 7.2 a 7.6. Mueren en condiciones acidas
con valores de pH menores a 6.5, y por el contrario, toleran mejor la alcalinidad y crecen sin
ser afectadas a un pH de 8.4.%

Salinidad.

Muchos de los medios para el cultivo de leptospiras contienen.una molaridad final de sales
de 0.05 M. Las leptospiras haléfilas requieren concentraciones del ion sodio de 0.22 — 0.44
M para crecer y pueden tolerar concentraciones por arriba de 0.65 —- 0.75 M.2

Potencial de dxido-reduccion.
Las leptospiras son bacterias aerobias a microaerofilicas que no toleran condiciones de
reduccién o anaerobiosis. Potenciales de éxido-reduccion menores de Eh — 0.250 mV a un

pH de 7.2 las afectan.’

Fuentes de carbono.

La principal fuente de energia de las leptospiras son acidos grasos de cadena larga (12 a 18
atomos de carbono) insaturados. Leptospira biflexa puede crecer en presencia de acidos
grasos de cadena larga o corta, saturados o insaturados. Es importante considerar para el
cultivo in vitro que la forma y presentacion de los acidos grasos es critica ya que éstos son
potencialmente toxicos para las leptospiras. El Tween 80 es ampliamente usado en los
medios de cultivo para Leptospira como una fuente no toxica de acidos grasos. Asi mismo,
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un destoxificante tal como la albimina sérica bovina fraccion V (ASB-V) en una
concentracién final del 1.0%, es usada para absorber y liberar &cidos grasos lentamente.?

Fuentes de nitrégeno, purinas y pirimidinas.

La unica fuente esencial de nitrégeno es el amonio. Algunas cepas de Leptospira
metabolizan aminoacidos probablemente produciendo amonio por desaminacién.

Todas las cepas de L. biffexa pueden sintetizar sus propias purinas y pirimidinas. En general,
todas las cepas de las genoespecies L. borgpetersenii L. santarosai y algunas de L.
interrogans sintetizan purinas ya que éstas son requeridas para su metabolismo, mientras
que todos los grupos patégenos requieren pirimidinas.?

Otros nutrimentos requeridos por las leptospiras.
Fosfatos, sulfatos, sales de fierro o hemoglobina, calcio y magnesio, tiamina y
cianocobalamina son esenciales. Sales de cobre y manganeso también son requeridas. 2

Metabolismo.

Todas las leptospiras son quimioorganotrofas, aerobias a microaerofilicas y usan Q2 como
aceptor final de electrones via citocromos. Los citocromos a, ¢ y ¢, catalasa asi como
oxidasas han sido identificadas. Los acidos grasos, que sdn la principal fuente de energia de
las leptospiras, son degradados mediante B-oxidacion; la produccion de acidos a través de la
fermentacién de azlucares no ocurre, sin embargo, las principales enzimas requeridas en la
via metabdlica de los carbohidratos estan presentes. Un componente caracteristico de las
leptospiras, el acido cis-11hexadecenoico, es raro en otras bacterias. 2

Crecimiento.

El crecimiento de todas las cepas de Leptospira es lento, ya que el intervalo generacional de
las leptospiras bajo condiciones 6ptimas a una temperatura de 30°C es de 6 a 8 horas. La
aereacion y agitacion de los cultivos incrementan su crecimiento. En cepas adaptadas al
cultivo in vitro en el laboratorio, el maximo crecimiento puede ser esperado de 3 a 10 dias,
dependiendo de Ia cepa y el medio de cultivo utilizados, alcanzandose densidades que van
de 10°% a 10" |eptospiras por ml, con las mejores condiciones de aereacidn. Por el
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contrario, cepas aisladas directamente de fluidos corporales o tejidos tardan en desarrollar
de 6 a 8 semanas. ?

Determinantes de Virulencia.

Es poco lo que se conoce a cerca de los factores de virulencia de Leptospira interrogans
por lo que muchas interrogantes al respecto continiian sin respuesta. La caracterizacion
funcional de los genes relacionados con la virulencia, asi como los detalles moleculares de
la patogenia han sido poco estudiados. Investigaciones recientes han generado diversas
hipotesis para dar una posible explicacion sobre algunos de los factores de virulencia de
L.interrogans. Sin embargo, los estudios futuros deben considerar estos aspectos ya que
son necesarios para comprender el desarrollo de la leptospirosis.?

A continuacion se describen los principales mecanismos mediante los cuales las leptospiras

pueden producir dano.

Adhesién.

Experimentos in vitro han evidenciado la unién de leptospiras patdégenas a ceélulas
eucaritticas (fibroblastos de raton L-929, células del epitelio renal), sugiriendo una relacién
entre adhesién y virulencia.®® De igual forma, modelos de adherencia in vitro han mostrado
que la unidn especifica y la invasién de células epiteliales y endoteliales fueron propiedades
observadas en leptospiras virulentas. Asi miémo, se demostré un decremento en la
adherencia de las leptospiras a las células cuando éstas fueron tratadas con formaldehido,
lo cual indica que la viabilidad y la integridad de los componentes externos de las leptospiras
es esencial para el proceso de infeccion.

Micrografias electrénicas han mostrado una interaccion directa entre la superficie celular y la
envoltura externa de las leptospiras.’’ La relacién entre los lipidos o polisacéridos del
lipopolisacarido (LPS) leptospiral y los iipidos ubicados en ta superficie de la envoltura
externa no ha sido investigada. Sin embargo, se ha especulado que la unién a la superficie

celular de los tubulos renales se lleve a cabo a través de sus lipidos.*"*

Persistencia en sitios privilegiados.
En animales que no murieron de leptospirosis aguda, las leptospiras pueden persistir en un
numero pequefio en ciertos tejidos, los cuales son sitios inmunolégicamente privilegiados.
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Estos tejidos incluyen los tubuios renales proximales, cerebro, camara anterior del gjo y el
tracto genital en cerdos, bovinos y probablemente ei de otras especies animales. En estos
sitios las leptospiras quedan protegidas de los anticuerpos circulantes, pueden persistir y
replicarse.“'“ Las bases de la persistencia a nivel del tracto genital en serovariedades
adaptadas a! huésped tales como L. bratislava en cerdos y L. hardjo bovis en bovinos no han
sido determinadas. Es posible que estas serovariedades estén protegidas de la opsonizacién
por IgG e IgA local en estos sitios por un mecanismo similar al que permite a Campylobacter
fetus persistir en el tracto genital del ganado bovino. Algunas de las explicaciones
postuladas consideran que dicha persistencia puede estar relacionada con una baja
antigenicidad de ambas serovariedades en sus respectivos huéspedes o variacion
antigénica del LPS.*

Algunos investigadores han planteado la hipdtesis de una fase de localizacién intracelular en
leptospiras virulentas, en la cual se podrian mantenerse protegidas de antibidticos y del
sistema inmune.* En todo caso, la internacion de leptospiras virulentas a la célula podria
llevarse a cabo por un mecanismo mas dependiente de las funciones de los receptores
mediadores de endocitosis y menos dependiente de la funcién de los microttbuios.*’

Toxicidad.

Hay indicios de que el componente citotoxico de las leptospiras adheridas a las células esta
ubicado en una glicoproteina, ya que esta glicoproteina junto con otros antigenos fueron
encontrados acumulados en lesiones renales de los animales inoculados experimentalmente.
Asi mismo, se ha postulado que los acidos oleico y palmitoleico sintetizados por Leptospira
actuan intercalandose en la membrana de la célula huésped, afectando su funcionamiento y
dando lugar a la muerte de la célula. Por otro lado, al inocular lipidos de la envoltura externa
de Leptospira directamente en la piel de cricetos produjeron lesiones necréticas, 4%
Fosfolipasas hemoliticas como la esfingomielinasa C es producida por cepas patégenas,
mientras que L. biflexa produce fosfolipasa A, e isolecitinasa. Las hemolisinas contribuyen a
la hemoglobinuria, anemia hemolitica y el dafio observado en leptospirosis aguda.f’1
Hemolisinas tales como la esfingomielinasa C han sido previamente purificadas y los genes
correspondientes han sido secuenciados. Aunque para algunos investigadores su
participacién en la patogenia es incierta, unicamente se ha demostrado su presencia en
leptospiras patégenas. *>® La liberacién de linfocinas tales como el factor de necrosis

14




tumoral alfa (FNT-a) procedente de monocitos, es originada por fa actividad endotéxica del
lipopolisacarido (LPS), lo cual puede considerarse como un importante mecanismo de
virulencia. Esta induccion de la liberacion del FNT-a puede explicar el dafio a células
endoteliales con la subsecuente hemorragia, trombocitopenia, agregacién plaquetaria. Tanto
efectos toxicos como mitogénicos son inducidos por el lipido A del LPS de Leptospira, pero
en menor grado comparado con los efectos del LPS de Escherichia coli y Salmonefia.**

Autoinmunidad.

Las reacciones de autoinmunidad no tienen una participacién en el desarrollo inicial de las
lesiones en un cuadro de leptospirosis aguda en un huésped susceptible. Sin embargo, la
autoinmunidad puede ser importante en el progreso de lesiones renales en perros.® En
humanos y ofras especies animales, particularmente 10s caballos, un sindrome de uveitis
autoinmune puede ocurrir posterior a una infeccién generalizada como resultado de reacciéon
inflamatoria del tracto uveal. Anticuerpos descritos como de la subclase IgG, en antisueros
de equinos contra leptospiras (serovariedades pomona, tarassovi, icterohaemorrhagiae,
wolffi y hardjo) comparten epitopes presentes en cdrnea de caballos, dando una posible
explicacion para la opacidad corneal y ceguera que puede producir la leptospirosis equina.”
La autoinmunidad puede ser una causa de trombocitopenia en leptospirosis clinica avanzada

en diferentes especies animales.*®

Quimiotaxis hacia la hemoglobina.

Se ha demostrado, in vitro, que leptospiras virulentas muestran quimiotaxis hacia
hemoglobina, la cual es un componente fundamental de los eritrocitos. Estos resultados
apoyan la hipétesis de que las leptospiras virulentas pueden reconocer hemoglobina en la
superficie del agua, la cual es el habitat mas comun de éstas bacterias, alcanzando los
capilares al entrar por heridas en la piel (tal vez por la influencia de un gradiente hacia
hemoglobina), invadiendo de esta forma el cuerpo de los animales y el hombre. Por ei
contrario, ninguna cepa de Leptospira biflexa mostré quimiotaxis hacia hemoglobina. Con
estos resultados se sugiere una asociacion entre quimiotaxis hacia hemoglobina y virulencia

en cepas patogenas de Leptospira.”
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Presencia de plasmidos.

Se logrd la deteccién de un plasmido de 370 Kb en diferentes serovariedades virulentas y
avirulentas de L. interrogans (australis, autumnalis, ballum, canicola, grippotyphosa, hardjo,
hebdomadis, icterohaemorrhagiae, pomona, pyrogenes y tarassovi). Mientras que, en el caso de
L. biflexa no se encontrd ningiin plasmido. Mediante ia digestidn enzimatica del ADN de
dicho plasmido con Notl se observé un patrén de restriccion idéntico para todas las
serovariedades. Por otro lado, se determind que sdélo algunas de las cepas que poseian el
plasmido mostraban quimiotaxis hacia hemoglobina y ademas eran letales para cobayos,
ratificando asi, la existencia de una relacién entre virulencia y la quimiotaxis hacia
hemoglobina. Estos resultados indican que el factor relacionado con virulencia y quimiotaxis
hacia hemoglobina puede estar codificado en el ADN cromosomal y no en el ptasmido.%°

La transferencia de informacién genética contribuye a la evolucién, la heterogeneidad
y a la adquisicidn de genes de virulencia.

Mutaciones de punto, rearreglos gendémicos y la transferencia horizontal de genes son los
procesos que rigen la evolucién microbiana. Mientras que las mutaciones de punto permiten
un desarrollo evolutivo lento, la adquisicién y escisidon de grandes fragmentos gendémicos,
rapidamente generan nuevas variantes en las cepas que experimentan este tipo de
procesos.®! Bacteriofagos, plasmidos e islas de patogenicidad (IPA) estan involucrados en
aquellos procesos que promueven un rapida evolucion. Las IPA, en ocasiones, contienen
genes también encontrados en fagos y plasmidos, de ahi que estos Uitimos sean
considerados c¢como los precursores de las isias de psautogenic:idad.'s2 Las IPA, que
comprenden regiones de ADN de hasta 200 kb las cuales contienen mas de un gen de
virulencia, se han encontrado en bacterias Gram negativas y Gram positivas.
Frecuentemente estan flanqueadas por secuencias de insercion y se ha visto que se
insertan en cercania a los genes de ARN, los cuales pueden representar sitios blanco para
la integracion de estos elementos en el cromosoma bacteriano. El porcentaje de G-C de las
IPA normalmente difiere del porcentaje de G-C del cromosoma bacternano en el que ésta se
localiza, lo cual sugiere la posibilidad de transferencia horizontal entre bacterias.**

Genes de virulencia de bacterias patdgenas, los cuales codifican para la sintesis de toxinas,
adhesinas, sistemas de secrecion y enzimas extracelulares entre otros, pueden estar
localizados sobre elementos genéticos trasferibles, tales como transposones, plasmidos,
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bacteriofagos o IPA® Es por eso que la adquisicion de nuevos genes mediante
transferencia horizontal ya sea por transformacién con ADN desnudo, transduccién con
fagos, conjugacion con plasmidos o la transposicion de las IPA da como resultado la
generacion de nuevas vanantes de patégenos.®*

Los elementos trasposables o transposones son secuencias de ADN que pueden insertarse
dentro de sitios no homélogos dei genoma bacteriano. Las secuencias de insercién {Sl) son
una clase de elementos transposables encontrados en bacterias.’® Tipicamente, las Sl
presentan un intervalo de tamario que va de las 700 a las 2500 pb y contienen uno 0 mas
marcos abiertos de lectura (MAL). Estos MAL, usualmente codifican para la sintesis de
proteinas asociadas con la transposicién de elementos. Secuencias repetidas inversas de 10
a 40 pb de largo son usualmente encontradas en los extremos de estas Sl

La mayoria de las secuencias de inserciéon han sido encontradas en miembros de la familia
Enterobacteriaceae, gracias al estudio de este tipo de bacterias se conocen muchos de los
mecanismos de trf-.msposicitfm.65

En afios recientes se han aislado Sl a partir de un gran nimero de bacterias dentro de las

cuales se incluyen las espiroquetas. %% 25970

Ante la evidencia de inserciones, deleciones y transposiciones en la organizacidén genética
de L. im‘errogans,71 se ha planteado |a hipdtesis acerca de que la recombinaciéon entre
copias de secuencias repetitivas de ADN, puede ser usada para generar los rearreglos
detectados durante los estudios de construccidén de mapas fisicos.

Diferentes tipos de secuencias repetitivas que incluyen a las S| se han encontrado en el
genoma de Leptospira 585798897012 na secuencia de insercién (IS1533) ha sido aislada a
partir de L. borgpetersenii y caracterizada.®® " Este elemento pertenece a la reciente
familia reconocida /S710 de elementos transposables y el andlisis del mismo sugiere que
151533 puede estar involucrado en rearreglos cromosomales.®’° Los genomas de diferentes
serovariedades de Lepfospira contienen entre 0 y 60 copias de secuencias relacionadas a
1S1533. 7 Dado que el nimero de copias difiere en las diferentes serovariedades y entre los
aislamientos de un mismo serovar, es probable que la IS1533 sea un elemento transposable

aCﬁVO.GQ'?O'n

Una secuencia de insercion recientemente descrita /S1500 apartir de la serovariedad
pomona fue marcada radioactivamente y utilizada en reacciones de hibridacion por la
técnica de Southem blot. Los resultados de las hibridaciones con ésta sonda, demostraron
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una variabilidad genética entre aislamientos correspondientes a la serovariedad pomona. Lo
anterior, ha llevado a pensar a los investigadores, en la posibilidad de diferenciar
serovariedades de L. inferrogans mediante el uso de las secuencias de insercion.”

La electroforesis de pulsos en geles de agarosa, al igual que otras técnicas moleculares, ha
revelado una considerable heterogeneidad en L. interrogans, sugiriendo que la transposicion

podria ser un fenémeno constante en éste género. "’

Genes reportados en el género Leptospira.

En el banco de genes (GeneBank), aproximadamente 50 genes del génerc Leptospira han
sido reportados, los cuales incluyen tanto a leptospiras patdégenas como saprédfitas. Se han
" descrito genes que codifican para la sintesis de flagelo, proteinas de la membrana externa,
proteinas transmembranales, lipoproteinas, proteinas de choque térmico, proteinas
enzimaticas que participan en dfiferentes procesos metabdlicos, hemolisinas, subunidades

de las enzimas ARN polimerasas, una probable transposasa y ARNt.®

Diagnéstico.

Uno de los aspectos que hacen a la ieptospirosis una enfermedad de interés en ia salud
publica y en medicina veterinaria, es su dificil diagnéstico. La diversidad de signologia y
sintomatologia hacen necesario el apoyo de métodos diagnésticos de laboratorio, pero no de
un laboratorio de analisis clinicos, sino de un laboratorio especializado en el diagnéstico de
leptospirosis.

Muchos de los trabajos sobre Leptospira y leptospirosis han sido realizados e impulsados no
por Médicos o Microbidlogos sino por Médicos Veterinarios Zootecnistas debido a que las
consecuencias econémicas de la leptospirosis incluyen ia pérdida de la productividad animal
y por consiguiente de diferentes productos de origen animal destinados al consumo de la
poblacién en general. De igual forma, una de las principales tareas que tienen los Médicos
Veterinarios es salvaguardar la salud de las especies animales con las que el ser humano
tiene contacto, principalmente si se trata de enfermedades que pueden ser transmitidas

directa o indirectamente de los animales al hombre como la leptospirosis.

2 http:/fiwww.ncbi.nim.nih.gov/
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En México, la prueba de Aglutinacién Microscéopica (AM) es considerada la prueba de
referencia para el diagndstico de la leptospirosis.’®

Existen diferentes técnicas para el diagnostico de laboratorio de la leptospirosis, sin
embargo, el examen serolégico mediante la AM, es la prueba indirecta de mayor uso y por
sus caracteristicas se considera como la prueba de referencia en la Republica Mexicana.

A diferencia de otras técnicas diagnosticas esta prueba ofrece las siguientes ventajas:

a) Deteccion de anticuerpos contra diferentes serovariedades de Lepfospira interrogans.

b) Determina contra cual de las diferentes serovariedades de Lepfospira interrogans se ha

montado una respuesta inmune.

c) Da a conocer el titulo de anticuerpos que alcanzé el suero problema, lo cual ayuda a
establecer en conjunto con la historia clinica y el examen fisico, la condicion del paciente.

El exdmen seroldgico y su uso en la practica esta relacionado con el curso natural de la
enfermedad. En la leptospirosis, generalmente se detectan anticuerpos por la prueba de
aglutinacién microscépica después de la primer semana de haber adquirido la infeccion y
alcanza los titulos maximos alrededor de la tercera o cuarta semana. Posterior a la infeccion,
pueden persistir titulos bajos de aglutininas durante meses e incluso afios. Por esta razon,
es necesario examinar muestras pareadas siempre que sea posible: una durante la fase
aguda de la enfermedad y otra a la segunda o tercera semana post-infeccién, para detectar
un probable aumento en los titulos de anticuerpos, lo cual seria indicativo de una infeccién

activa 21218

El fundamento de la prueba se basa en la deteccién microscépica en campo oscuro de
reacciones Ag-Ac mismas que son visualizadas como agregados de leptospiras moviles.
Estas reacciones se presentan al enfrentar el suero de un animal o un humano con cultivos

. . a
vivos puros de L. interrogans.
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Las herramientas moleculares son una alternativa para el diagnéstico de

enfermedades como la leptospirosis.

La identificacion y clasificacién de bacterias es normalmente realizada mediante morfologia,
requerimientos nutricionales, resistencia a antibiéticos, comparacién de isoenzimas,
sensibilidad a fagos y serologia entre otras. 18787980

El surgimiento de técnicas para la manipulacion de acidos nucleicos ha traido consigo la
oportunidad de implementar ensayos para el diagnostico de enfermedades infecciosas, que
ofrecen un alto grado de especificidad y sensibilidad, en particular para aquellas en las que
el aislamiento del agente etioldgico representa un reto dificil de superar como en el caso de
las leptospiras.®’ Recientemente, métodos basados en el estudio de! ADN, particularmente
secuencias de ARNr,* oligonucledtidos fluorescentes especificos para un microorganismo
en particular,® la hibridacién de ADN ®'y la reaccion en cadena de la polimerasa "PCR”, 3%
se han utilizado, para lograr la deteccién de microorganismos patogenos. Cada uno de estos
métodos tiene aplicaciones especificas, asi como ventajas y desventajas. Un método
complementario que es simple, rapido y que puede ser aplicado a cualquier microorganismo
a partir del cual el ADN puede ser preparado se ha denominado PCR iniciado aleatoriamente
(Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction AP-PCR), el cual requiere Unicamente de
conocimientos basicos de bioguimica o biologia molecular, de las especies que estan siendo
estudiadas y no se requiere informacidn previa de la secuencia de nucledtidos. De esta
forma, huellas genémicas de genomas complejos pueden ser generadas usando iniciadores
escogidos arbitrariamente en reacciones de PCR. Este método involucra dos ciclos de baja
astringencia en la amplificacién seguidos por PCR en condiciones de alta astringencia. De
tal forma que, cepas de diversos microorganismos pueden ser distinguidas mediante la
comparacion del polimorfismo en las huellas genémicas. *

Varias técnicas para el aislamiento de ADN cromosomal de leptospiras han sido previamente
descritas y sus usos han derivado en andlisis taxonomicos diagnosticos mediante el uso de
sondas de ADN con un grade de sensibilidad y especificidad mucho mayores que las

ofrecidas por otras técnicas diagndsticas, '%2827:98.69.2091,92.53

Terapia con Antibiéticos.
Las leptospiras son sensibles a muchos antibidticos excepto a cloranfenicol y rifampicina.

Para que el tratamiento antibidtico sea efectivo deber ser instituido generalmente dentro de
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los primeros 7 a 10 dias después de la infeccién, no 7 a 10 dias después de que se realizo el
diagnostico, o de que aparecieron los sintomas dado que las leptospiras son removidas de la
circulacion sanguinea mediante los elementos del sistema inmune desbués de este tiempo.?
El uso de penicilina es una excelente alternativa sobre todo si hay afeccion renal, ya que
este compuesto se elimina activo via renal, sin llegar a ser nefrotéxico.**

En un estudio de susceptibilidad a quimioterapeuticos in vitro, realizado con representantes
de 21 de los 25 serogrupos de L. interrogans, se observo que, contrario a lo que sucede con
las serovariedades representantes de 19 serogrupos, las cuales se muestran sensibles a la
accion de las penicilinas naturaies, representantes de los serogrupos canicola e
icterohaemorrhagiae cultivadas en medios liquidos suplementados con suer¢ de conejo e
incubados a 30 °C, se comportaron resistentes a la accion de penicilinas naturales.®

Por otro lado, en un estudio realizado con animales de laboratorio se reporté que el uso de
penprocifina después de un corto periodo profilactico fallo, al no impedir la infeccién contra
Leptospira icterohaesmorrhagiae.®® A pesar de estos hallazgos desfavorables ia penicilina
continua siendo uno de los antibiéticos indicados para el tratamiento de la leptospirosis.
Antibidticos alternativos ante la posibilidad de reacciones alérgicas para penicilina incluyen a
la eritromicina en dosis de 250 mg cada 6 horas durante 5 dias. La administracion de
doxiciclina en dosis de 100 mg por via oral cada 12 horas mostré una reduccion en la
severidad y duracion de la enfermedad.”’

El antibiético de eleccion para el tratamiento de leptospirosis en las diferentes especies de
animales domésticos es la dihidroestreptomicina a dosis de 5 a 25 mg/kg de peso durante 7
a 14 dias.'® El uso de tetraciclinas est4 contraindicado en pacientes con falla renal debido

a que es nefrotdxica.
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HIPOTESIS.

A partir de un banco genémico de expresion construido con L. icterohaemorrhagiae se
obtendran clonas recombinantes conteniendo genes que expresen antigenos relacionados
con el proceso de infeccion.

OBJETIVO GENERAL.

Clonar y secuenciar genes de Leptospira interrogans serovariedad icterohaemorrhagiae con
la finalidad de profundizar en el conocimiento acerca del metabolismo, componentes
antigénicos y virulencia en este tipo de espiroquetas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Aislamiento de genes que expresen proteinas inmunogénicas de Leptospira, a partir de
un banco genémico de expresion construido con la serovariedad icterohaemorrhagiae.

2.- Secuenciacion y analisis de los genes clonados.
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MATERIAL Y METODOS.

Se utilizbé a la serovariedad icterohaemorrhagiae cepa RGA, la cual fue cuitivada a 30°C
durante cinco dias en medio liquido EMJH descrito por Ellinghausen & McCullough® y

100

modificado por Johnson & Harris' *, el cual fue suplementado con 10% de albiumina sérica

bovina fraccion V.

Produccion de un Antisuero Policlonal contra Leptospira interrogans

serovariedad icterohaemorrhagiae.
La produccién del antisuero policlonal se realizé de acuerdo al protocolo recomendado por el
laboratorio de referencia en Leptospira del Instituto Pasteur de Francia.'”

1.- Animales utilizados.

Se utilizaron seis conejos adultos pesando de 2.5 a 5 kg. Se obtuvo una muestra de sangre
a partir de la vena marginal de la oreja, la muestra fue centrifugada a 3000 rpm (rotor Jouan
0.050 KG RPM (TR/MN) 17,000}, se obtuvo ¢l suero y se procedié a realizar una dilucién
1:25 utilizando solucién salina fosfatada (PBS) pH 7.4 [solucién salina fosfatada: phosphate
buffered saline (FBS)] y se procedio a realizar la prueba de aglutinacién microscopica (AM)
en campo oscuro utilizando 19 serovariedades de Leplospira interrogans. De esta forma se

constatd que los conejos no presentaban anticuerpos contra L. interrogans.

2.- Preparacion del inéculo.
La serovariedad icterohaemorrhagiae fue cultivada en medio Stuart enriquecido con 10% de

suero de conejo y se mantuvo en incubacién a 30°C por un periodo de 5 a 7 dias, para
obtener aproximadamente 2 X 10 leptospiras/ml (la cuenta se realizo con una camara de
Petroff Hausser. Se realizaron pruebas de esterilidad en agar sangre a los cultivos de L.
icterohaemorrhagiae previamente a la inoculacién de los conejos, para verificar su pureza. El

inéculo ya listo se inactivé a 56°C durante 30 min antes de la inoculacion.

3.- Inoculacién de animales. Los conejos se inocuiaron via intravenosa a través de la vena
marginal de la oreja sucesivamente cada 7 dias con el siguiente esquema:

Primera semana. 1 ml dei indculo.
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Segunda semana. 2 ml del inéculo.
Tercera semana. 4 ml del in6culo.
Cuarta semana. 6 ml del indculo.
Quinta semana. 6 ml del indculo.

4.-Determinacion de la especificidad del antisuero policlonal producido.

Se recolectd una muestra de sangre de cada conejo, 2 semanas después de-la Ultima
inoculacion, se obtuvo el suero y se realizd la prueba de AM siguiendo el método descrito
por Myers, 1985.'® Para demostrar la especificidad del antisuero producido hacia la
serovariedad icterohaemorrhagiae se enfrentd a 19 serovariedades de L. interrogans.

5.- Titulacién del antisuero policlonal.

Para conocer el titulo que alcanzé el antisuero se realizaron diluciones dobles seriadas del
antisuero (dilucién 1:50 hasta la dilucion 1:51,200) y se realizd la técnica de AM utilizando
unicamente a la serovariedad icterohaemorrhagiae. Posterior a la lectura de la prueba, se
determiné que el titulo del antisuero era adecuado, por lo que los conejos fueron
anestesiados y posteriormente desangrados para la obtencién del suero, el cual finalmente

fue una mezcla de los seis conejos.

6.- Almacenamiento del antisuero policlonal.

El antisuero producido se filtré utilizando membranas estériles de 0.45 pu y se almacené en

volimenes de 1 ml a ~20°C hasta su uso.

Adsorcion del antisuero policlonal.
La adsorcidén del antisuero se realizé siguiendo el protocolo descrito por Graber et al.;

1985."%
1. Se cultivaron por separado dos matraces con 500 ml de caldo Luria Bertani (LB) con

la cepa Escherichia coli XL1 azul cultivada previamente en agar LB y se incubaron
durante 16 h a 37 °C con agitacion orbital a 200 rpm.
2. Se esterilizaron 500 ml de cultivo a 121°C a 15 libras de presion por 15 min y los otros
500 ml de cultivo se inactivaron con formalina a una concentracion final de 0.5% por 2
h a 37°C con agitacion orbital a 200 rpm.
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. Ambos cultivos fueron mezclados y centrifugados a 5000 rpm (rotor Jouan 0.600 KG

RPM tr/mn 11,500 MAXI) a 4°C por 10 min y lavados 2 veces con PBS pH 7.4
centrifugando en cada lavado a 5000 rpm {rotor Jouan 0.600 KG RPM tr/mn 11,500

MAXT) a 4°C 10 min.

. El sedimento fue resuspendidas en 2 ml de PBS por cada 50 ml de cultivo procesado

y aimacenadas en volimenes de 1 ml a -70°C.

. El antisuero policlonal contra L. icterohaemomhagiae con un titulo de 1:25,600 fue
diluido 1:50 en PBS con 1% de albumina en un volumen final de 15 mi. De igual
forma, se diluyé un suero de conejo negativo a L. inferrogans (1:50) y se procesé
conjuntamente con el suero positivo para su posterior uso como control negativo

durante los escrutinios en el banco genémico.

. Se mezclé 1 ml de bacterias con ambos sueros diluidos y la mezcla se dejé incubando
durante 16 h con agitacién orbital a 200 rpm a 4°C.

. La mezcla se centrifugdé 5000 rpm (rotor Jouan 0.600 KG RPM tr/mn 11,500 MAX/) a
4°C, 10 min, se recuperd el sobrenadante en otro tubo, se afiadié 1 ml de bacterias y
se incubd 2 h a 4°C con agitacién orbital. Este proceso se repitié hasta completar 4

procesos de adsorcion.

. Finalmente, el antisuero se filtrd a través de membranas estériles millipore de 0.22 ym

y se almacend en volimenes de 0.5 mi a -70°C hasta su uso.

Extracciéon de ADN Cromosomal.
La extraccion de ADN cromosomal de L. interrogans serovariedad icterohaemorrhagiae se

realizé siguiendo el método de lisis alcalina,® el cual se detalla a continuacion:

1. Preparacion de las bacterias. Se realizd la concentraciébn de un cultivo de L.

icterohaemorrhagiae en fase exponencial (crecimientc de 5 dias a 30°C) mediante
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centrifugacion a 31,000 x g (rotor Beckman JA-17 17,000 RPM MAX. SER.586) durante
20 min a 4°C y el sedimento obtenido se reconstituyd en una solucién Tris 10 mM -
EDTA 1 mM pH 8.0 (solucién amortiguadora TE) para luego ser transferido a un tubo de
microcentrifugacion y ser centrifugado nuevamente durante 10 min a 13,000 x g (rotor
Savant model RSR-20, 13,000 x g) a 4°C.

. Lisis alcalina de las bacterias para liberar el ADN. El sobrenadante se elimind y el
sedimento fue reconstituido en 500 ul de una solucion Glucosa 50mM - EDTA 10mM -
Tris 2.5 mM pH 8.0 conteniendo 10 mg/mi de lisozima. Se incubd 30 minutos a 37°C y
posteriormente se procedid a la lisis alcalina con 40 pl de dodecil sulfato de sodio (SDS
al 10%), incubando nuevamente 20 min a 37°C. Posterior a la incubacion, se adicionaron
20 ul de una solucion fria de acetato de potasio (3 M potasio - 5 M acetato) colocando el
tubo en hielo por 5 a 10 min. La mezcla fue entonces centrifugada a 13,000 x g (rotor
Savant model RSR-20, 13,000 x g) por 10 min a 4 °C y e! sobrenadante conteniendo

ADN cromosomal fue transferido a otro tubo.

. Extracciéon de ADN mediante el uso de fenol. La extraccion de ADN cromosomal se
realizé con una solucidén 50% fenol equilibrado pH 8.0 y 50% cloroformo - aicohol
isoamilico (24 partes de cloroformo por 1 de alcohol), invirtiendo el tubo 20 veces.
Posteriormente, se centrifugd a 13,000 x g (rotor Savant mode/ RSR-20, 13,000 x g) por
10 min y cuidadosamente se separ¢ la fase acuosa evitando el precipitado proteico. Se
adicionaron 60 ! de una solucién fria de acetato de sodio 3M y 750 pul de isopropano! y

esta solucién se conservo a -20°C durante 3 h.

. Obtencién final del ADN. E£]1 ADN precipitado, se colectd por centrifugacion a 13,000 x g
(rotor Savant model RSR-20, 13,000 x g) por 10 min y el sedimento lavado con etanol al
70% y secado al aire durante 10 min. El sedimento conteniendo ADN cromosomal

finalmente se resuspendié en 50 pl de solucién amortiguadora TE y 100 ug/mi de
RNAasa libre de DNAasa.
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5. Visualizacién del ADN extraido. La presencia de ADN cromosomal en las muestras
sometidas al proceso de extraccidn se determind mediante la separacién por
electroforesis en geles de agarosa al 0.7%, los cuales fueron tefiidos con bromuro de

etidio (5 pg/ml) y posteriormmte visualizados con iuz ultravioleta.'®

6. Cuantificacion de ADN. La concentracién de ADN (ng/ul), se determind por fluorometria

a una densidad 6ptica a 260 nm"”.

Construccion del Banco Genémico de Expresion.

El ADN de L. icterohaemorrhagiae se sometid a una digestién parcial con la enzima de
restriccion EcoRl a una concentracion de 0.14 U/ug de ADN durante 30 min a 37°C para
generar fragmentos con un tamano de 2 a 6 kb (FIGURA1), los cuales fueron separados por
electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TBE (Tris-borato 45 mM, EDTA10mM, pH 8.0).
Los fragmentos con los extremos EcoRI fueron purificados utilizando perlas de silica®
(FIGURA 2).

Los fragmentos de ADN fueron ligados a los brazos del fago A ZAP Express* en una
proporcion de 10:1 de inserto:vector (FIGURA 3). La ligazén de los insertos se realizd
usando 2 Unidades de la enzima T4 ADN ligasa (16 horas a 14 °C). La insercion de ADN
recombinante en la regidon del gen /ac z de la p-galactosidasa permitira la seleccion
blanco/azul en cajas de agar Luria Bertani {LB) con X gal por la inactivaciéon del gen lac Z
dentro del fago A ZAP Express (FIGURAS 4 Y 5).

Los fagos recombinantes fueron empacados in vitro® para asi incrementar la eficacia de la
genoteca, ya que un fago empacado es mas dificil que se pierda o se contamine (FIGURA
8).

Titulacion del Banco Gendmico de Expresién.

El banco genémico de expresion fue titulado en unidades formadoras de placa (UFP) en el
medio LB, determinando asi la representacién porcentual alcanzada del genoma de
Leptospira icterohaemorrhagiae que se alcanzé (FIGURA 7).

¥ Hoefer DyNA Quant 200 Fiuorometer.

® Sistema comercial Geneclean lll BIO 101,INC.

* Sistemna de clonacién A ZAP Express (Stratagene).
* Sistema Gigapack Gold Il (Stratagene).
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23.1 kb
9.4 kb
6.5 kb

4.3 kb

2.3 kb
2.1kb

FIGURA 1. Digestion a gran escala del ADN de Leptospira
interrogans serovariedad icterohaemorrhagiae. El carril 1
corresponde al marcador de peso molecular A Hindllt; los
carriles 2 y 3 corresponden a la digestién del ADN con la

enzima EcoRlI (0.14 U/p.g)
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FIGURA 2. Purificacion de los fragmentos seleccionados. El
carril 1 corresponde al marcador de peso molecular A Hindlll. El
carril 2 corresponde a los fragmentos con un tamaiode 2a 6
kb del ADN de Leptospira interrogans serovariedad
icterohaemorrhagiae.
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FIGURA 3. Ligazdn de los fragmentos generados a los brazos del
vector. En el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular
A Hindlll; en el carril 2 se colocé el control negativo (ADN sin
vector); en el carril 3 se coloco el fago A ZAP EXPRESS ligado a
los fragmentos seleccionados de L. interrogans serovariedad
icterohaemorrhagiae. En el carril 4 se colocé el control positivo

(fago 1. ZAP EXPRESS con ADN ligado).
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FIGURA 4. MAPA DEL VECTOR DE CLONACION A ZAP EXPRESS, CON EL CUAL FUE CONSTRUIDO
EL BANCO GENOMICO A PARTIR DE L. interrogans SEROVARIEDAD icterohaemorrhagiae.
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FIGURA 5. Al insertarse el ADN de Leptospira contiguo al gen lacZ del vector
de clonacién A ZAP EXPRESS se logra Ia expresion de la proteina fusionada
a la g-D-galactosidasa mediante ia induccién con IPTG.
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Digestion parcial dei ADN de Leptospira icterohaemorrhagiae

Los insertos son ligados a ios brazos
del vector A ZAP EXPRESS.

Fagos recombinantes
empacados in vitro mediante el
sistema comercial Gigapack )

T AR RRERE

47-51 Kk
7Aoo O | <38 kb w—CIIIm |
{'lcltozzkb 38 to 47 kb W{ITTITTIIA

15 to 22 kb OIXOIIIII A7 to 51 kb I

FIGURA 6. Empacamiento in vitro de fagos recombinantes.
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FIGURA 7. Caja de petri conteniendo el banco genémico de
expresion, el cual fue titulado en unidades formadoras de placa
(UFP). El calculo de la probabilidad de representacion de todos
los genes de Leptospira interrogans  serovariedad
icterohaemorrhagiae en el banco, se realizd6 con la siguiente
formuia: P = 1-(1 = )"
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Para calcular la probabilidad de que todos los genes de la serovariedad icterohaemorrhagiae
estuvieran representados en la biblioteca, se utilizd la siguiente formula:

P=1-(1-9"

Donde:

P = Probabilidad.

f = Fraccidn del genoma en una recombinante.
N = Numero de clones recombinantes.

Seleccion de Clones Recombinantes.

La seleccién de clonas recombinantes se realizé con un suero policlonal especifico para L.
icterohaemorrhagiae adsorbido con E. cofi XL1 azul mediante electro inmunoelectroforesis
en colonia (Colony blot), para ello el banco genémico fue sembrado a un titulo de 40,000
UFP en agar LB con sobre agar NZY, sin X-gal e isopropil-p-D-tiogalactosido (IPTG).

1. Preparacién de bacterias competentes. Cultivos de 24 horas de Escherichia coli XL1
azul crecidas a 37°C en cajas de agar LB, fueron inoculados en caldo LB y mantenidos en
agitacion orbital a 200 rpm a 30°C durante 16 h (0.5 OD 600). Posteriormente ias bacterias
fueron centrifugadas a 5000 rpm (rotor Jouan 0.600 KG RPM tr/mn 11,500 MAXI) a 4°C
durante 15 min, el sobrenadante se elimind y la pastilla de bacterias fue reconstituida en 10
mM Mg SO, y mantenida en refrigeracién hasta su uso.

2. Infeccidn de bacterias con el fago recombinante. El fago A ZAP Express recombinante
fue adsorbido en E. coli XL1 azul, mediante incubacién a 37°C por 20 min. La bacteria
infectada con el fago IA se mezcld con sobre-agar a 50°C y colocd en placas de agar LB, las

cuales se incubaron a 42°C por 4 a 6 h hasta observar UFP de 1 a 2 mm de diametro.

3. Induccidn de la sintesis de la proteina fusionada a p-galactosidasa con IPTG.
Previamente, se impregnaron membranas de nitrocelulosa con IPTG 10 mM y se colocaron

dentro de las cajas para inducir la transcripcion del gene de la f-galactosidasa y en
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consecuencia, la expresién de proteinas de Lepfospira fusionadas a la p-galactosidasa, las
cuales se unen a la membrana de nitrocelulosa (incubacién a 37°C, 16 h). Posterior a la
incubacién, las membranas de nitrocelulosa fueron identificadas para conocer la orientacion
de las areas de reaccion antigeno-anticuerpo.

4. incubacién de las membranas con el anticuerpo primario.

Las membranas fueron removidas suavemente de las cajas de agar que contenian a las
placas liticas, se les agregd 1 ul de lisado de L. icterohaemorrhagiae (control positivo para
la inmunotransferencia) y se sometieron a tres lavados de 5 min cada uno, con una solucién
de Tris HCI 10 mM pH 8, NaCl 150 mM, Tween-20 al 0.05% (TBS-T) y fluoruro de fenil metil
sulfonilo 1mM (PMSF). Los sitios activos (sin antigeno) de la membrana fueron bloqueados
con una solucién de leche descremada al 5% en TBS-T y PMSF 1 mM durante 1 h. Las
membranas fueron nuevamente lavadas con TBS-T tres veces, 5 min cada lavado y se
dejaron incubando 16 h a temperatura ambiente (TA) con el anticuerpo primario (suero
policlonal de conejo especifico para L. icterohaemorrhagiae a una dilucién 1:100 utilizando
TBS-T).

5. Incubacién de las membranas con el anticuerpo secundario.

Posterior a la incubacion, las membranas fueron nuevamente lavadas 3 veces, 5 min cada
lavado con TBS-T y PMSF 1mM y se incubaron con el anticuerpo secundario (proteina G
recombinante conjugada a peroxidasa) a una dilucién 1:500 por 2 horas a TA. Finalmente las
membranas se lavaron 3 veces 5 min c/lavado con TBS-T y un lavado de 5 min con una
solucion Tris HCI 10 mM pH 8, NaCl 150 mM (TBS).

6. Revelado de las reacciones antigeno-anticuerpo.

Las membranas fueron colocadas en una solucién de revelado (60 mg de 4-cloro-1-naftol, 20
ml de metanol frio, 100 ml de TBS). Finalmente, se agregaron 100 ul de peréxido de
hidrogeno al 0.01% y se mantuvieron en agitacion a TA, hasta observar las sefiales positivas
de color morado (10 min). Las clonas recombinantes con una sefial positiva de Ia
inmunotransferencia fueron colectadas a partir de las placas de agar y almacenadas a 4°C
en tubos estériles conteniendo 500 u! de solucién amortiguadora SM (NaCl 5 g, MgS0, 2 g,
Tris HCI 1 M pH 7.5, gelatina al 2% 5 ml cbp 1 litro) y 20 pl de cloroformo (FIGURA 8).
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FIGURA 8. Procedimiento para la seleccion de clonas recombinantes.




Asi mismo, se incub6 una membrana con suero de conejo negativo a L. inferrogans diluido
1:100 en TBS-T para confirmar la no existencia de reacciones inespecificas.

Escision in vivo del fagémido pBK-CMV.

El vector de expresion A ZAP Express contiene el fagémido pBK-CMV el cual fue escindido
in vivo mediante co-infeccidbn de E. coli XL1 azul con A ZAP Express recombinante
seleccionado y bacteriofago cooperado™® . La presencia del episoma F en las células XL1
azules es esencial para la expresion del pili sexual, lo que permitid la infeccion de la bacteria
con el bacteriofago cooperador requerido para la escision in vivo del fagémido pBK-CMV
(FIGURA 9). Dicho fagémido contiene e/ ADN insertado, lo que permitid la caracterizacion
del banco gendémico de expresion en cuanto al tamano de los insertos (f) después de ser
liberados con la enzima EcoRlI, asi como la orientacién de los insertos

Se cultivaron por separado dos cepas diferentes de Escherichia coli, la cepa XL1 azul en
caldo LB suplementado con 2% de maitosa y MgSO4 10 mM y la cepa XLLOLR en caldo NZY
sin suplementos durante 16 h a 30°C. Ambos cultivos fueron centrifugados por separado a
1000 x g (rotor Beckman JA-17 17,000 rpom max. Ser586). Se eliminé el sobrenadante y la
pastilla bacteriana se resuspendid en un volumen de 10 ml de una solucién de MgSO, 10
mM. En un tubo estéril se colocaron 200 ul de E. coli XL.1 azul, 250 ul del fago recombinante
a un titulo > 1 X 10° ufp/l y 1 pl del fago cooperador a un titulo > 1 X 10° ufp/l
incubandose a 37°C por 15 min. Se adicionaron 3 ml de caldo NZY y la mezcla se incubé 3 h
a 37°C en agitacion orbital. Posterior a la incubacion, la mezcla se coloco a 70°C durante 20
min y finalmente se centrifugd a 1000 x g (rotor Beckman JA-17 17,000 rpm max. Ser586)
por 15 min y el sobrenadante fue recuperado en un tubo estéril. El sobrenadante contenia al
fagémido PBK-CMV liberado (en este momento como fago filamentoso).

La recuperacion final del fagémido se llevd a cabo mediante la adicion de 200 pl del cultivo
de E. coli XLOLR a dos tubos estériles. A un tubo se le afadieron 100 ul del sobrenadante
conteniendo al fagémido (fago filamentoso) y al otro se le afadieron Unicamente 10 ul, la
mezcla se incubd a 37°C durante 15 min. Una vez concluida la incubacién, se adicionaron
300 ul de caldo NZY y los tubos se mantuvieron a 37°C por 45 minutos mas. Posteriormente,

200 pl de la mezcla fueron sembrados en agar LB-Kanamicina (50 ug/ml), se incubaron 24 h

» ExAssit™ interference-Resistance Helper Phage (Strgéagene)
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FIGURA 8. Escision in vivo del fagémido pBK-CMV.
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a 37°C. Las colonias que aparecieron en el agar contenian al fagémido pBK-CMV

(recircularizado) con el fragmento clonado.

Extraccién de ADN de los Fagémidos Recombinantes.
La extraccion de ADN de los fagémidos se realizd por el método de lisis alcalina utilizando

un sistema comercial para purificacion de ADN de plasmidos’.

1. Cultivo de bacterias. Escherichia coli XLOLR conteniendo los fagemidos recombinantes
fue sembrada en 5 ml de caldo LB-Kanamicina (50 ng/ml) e incubada 24 h a 37°C. E!
cultivo se centrifugd a 5000 x g (rotor Jouan 0.600 KG RPM tr/mn 11,500 MAXI) por 10
min a TA, se elimind el sobrenadante y la pastilla de bacterias se dej6é secando de 10 a

15 min.

2. Resuspension de bacterias. La pastilla se resuspendié con 210 ul de la solucién de
suspensién (50 mM Tri-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA), conteniendo RNAasa A (20 mg/ml)

hasta homogeneizar por completo.

3. Lisis alcalina. Posteriormente se anadid la solucién de lisis (200 mM NaOH, 1% SDS

p/v) y se mezcld suavemente invirtiendo el tubo 5 veces y se mantuvo a TA por 5 min.

4. Neutralizacién de ia mezcla. A continuacién se ahadieron 280 ul de la solucién de
neutralizacién (hidrocloruro de guanidina y acetato), se mezclé inmediatamente
invirtiendo el tubo 5 veces y se procedid a centrifugar a 12,000 x g (rotor Savant mode/
RSR-20 13,000 x g) durante 10 min.

5. Union del ADN a particulas de silica. Dentro de un tubo de 2 ml se colocé un cartucho
con un fondo a base de membranas de silica y dentro de éste, se afadié el sobrenadante
obtenido en el paso anterior, se centrifugé a 12,000 x g (rotor Savant model RSR-20
13,000 x g) durante 1 min.

? Cocert Maxiprep spin system, Gibco BRL.
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6. Lavado para eliminar restos bacterianos. El cartucho se colocé dentro de un tubo
nuevo de 2 ml, se adicionaron 700 ul de la solucion de lavado (NaCl 10 mM, EDTA 1 mM
y Tris HCl 10 mM, pH 8.0) conteniendo etanol, se centrifugd a 12,000 x g (rotor Savant
model RSR-20 13,000 x g) durante 1 min.

7. Liberacion del ADN de las particulas de silica. Por Gltimo el cartucho se coloco dentro
de un tubo de 1.5 ml y se adicionaron directamente en le centro de la membrana del
cartucho 75 ul de TE calentado a 50°C, se dejé incubando a TA por 1 min y se centrifugd
a 12,000 x g (rotor Savant mode!l RSR-20 13,000 x g) durante 2 min.

8. Recuperacion del ADN del fagémido. Se retir6 el cartucho y en el tubo quedé el ADN
del fagémido recombinante ya purificado. El ADN de los fagémidos fue almacenado a 4

°C.

Analisis de Restriccion.
El ADN de los fagémidos fue sometido a un analisis de restriccién con las enzimas BamH],
EcoRI, EcoRV, Hindlll, Pstl, Sall, Scal, Xbal y XhoP* para determinar el total de clonas

Unicas

Purificacién del ADN Clonado de Leptospira interrogans serovariedad.

icterohaemorrhagiae.

El ADN de las clonas seleccionadas fue digerido con la enzima EcoR! (10 unidades)
mediante incubacion a 37°C por una hora para la recuperacion del inserto de ADN de L.
icterohaemorragiae. La purificacion del inserto se realizé mediante el uso de perlas de silica

utilizando el siguiente protocolo:

1.- Obtencién de la banda de interés a partir del gel de agarosa: Se cortd la banda
correspondiente al fragmento clonado directamente del gel de agarosa y se pes6 para
calcular el volumen de solucidn de yoduro de sodio {Nai) la cual equivale a 3 0 4 veces el

peso del gel, considerando para tal efecto que 1 g es igual a 1ml.

* Gibco BRL
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2.- Liberacién del ADN contenido en el gel de agarosa: La mezcla de solucion de Nal y

agarosa se incubd a 65 °C por 5 min para lograr que la agarosa adquiriera un estado liquido.

3.- Unién det ADN a las perlas de silica: Una vez que la mezcla adquirié el estado liquido
en su totalidad, se adicionaron 5 pl de la suspension EZ-GLASSMILK (perlas de silica), se
homogeneizé la mezcla nuevamente y se dejé incubando a temperatura ambiente durante 5
min.

Posterior a la incubacion, la mezcla fue centrifugada durante 10 segundosa 12,000 rpm
(rotor Savant model RSR-20 13,000 x g), el sobrenadante fue eliminado y el ADN unido a las
' perlas quedé en el fondo del tubo.

4.- Lavados para eliminar agarosa y sales: A continuacién se realizaron tres lavados con
500 pi de la solucion de lavado (NaCl, EDTA y Tris HCI pH 8.0). En cada paso se
homogeneizé la mezcla, se centrifugd a 12,000 rpm (rotor Savant model RSR-20 13,000 x g}
durante 10 seg y el sobrenadante fue eliminado.

5.- Liberacién del ADN de las perlas de silica y recuperacién del mismo: Finalmente, se
anadieron 13 pl de la soluciébn amortiguadora de elucion (agua deionizada estéril con100
ng/ml de RNAasa libre de DNAasa), se mezcld perfectamente con las perlas de silica y se
centrifugd a 12,000 rpm (rotor Savant model RSR-20 13,000 x g) durante 30 segundos. Ei
ADN dél fragmento clonado resuspendido en la solucién amortiguadora de elucién fue
recolectado directamente del tubo mediante el uso de una micropipeta y transladado a un
tubo nuevo. Se repitié nuevamente esta operacién para recuperar la mayor cantidad posible
del ADN.

6.- Cuantificaciéon del ADN obtenido: Se cuantificd por flucrometria a 260 nm de longitud
de onda. Las cantidades de ADN de los fragmentos clonados, ya purificados fluctuaron entre
75 a 130 ng/ul. EI ADN de los fragmentos clonados, ya purificado, se almacené a 4 °C.
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Secuenciacién de Nucleétidos.

La secuencia del gene se realizé en un secuenciador automatico, en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, localizado en la unidad de secuencia, bajo la responsabilidad del
M. en C. René Hermnandez .

Analisis de la Secuencia.

El analisis de la secuencia de ADN fue realizado con el programa MacVector (Macintosh) y
la bisqueda de homoldgias fué realizada utitizando el sistema BLASTX 2. 0. 3."% del Centro
Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI).
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RESULTADOS.

Extraccion de ADN Cromosomal.

La extraccibn de DNA cromosomal de Leptospira interrogans serovariedad
icterohaemorrhagige se logré satisfactoriamente. E} DNA cromosomal se observd mediante
el examen de los geles con luz ultravioleta (FIGURA 10). La cantidad de ADN cromosomal
extraido fluctud entre 0.7 y 14 ng/ul, que en un volumen de 300 p! corresponde a cantidades
que van de los 210 a 420 ng totales.

Titulacién del Banco Gendmico de Expresion.

El banco gendmico de expresion se tituld en 1.22 x 107 unidades formadoras de placa (UFP)
por ml. Considerando que el tamaio del genoma de L. icterohaemorrhagiae es de 4,610 kb,
que el tamafio promedio de los insertos utilizados que fue de 2 a 6 kb y utilizando el método
descrito previamente '%°, se estimé que este primer banco representd el 81% del genoma de

L. icterohaemorrhagiae.

Produccién de un Antisuero Policlonal contra Leptospira interrogans

serovariedad icterohaemorrhagiae.

Se demostré por medio de la prueba de AM que los conejos utilizados no presentaban
anticuerpos contra L. interrogans antes de iniciar las inoculaciones.

Una vez terminado el esquema de inoculacion, se determindé mediante la prueba de AM que
el antisuero policlonal producido presentaba anticuerpos que reaccionaron Unicamente
contra L. icterohaemorrhagiae con un grado positivo en ia dilucién 1:50 con ausencia de
reacpiones cruzadas hacia las otras 18 serovariedades utilizadas. Asi mismo, se determind

que el antisuero policlonal producido que alcanzé un titulo de 1:25,600

Seleccién de Clonas Recombinantes.

En el primer escrutinio se recuperaron 26 clonas inmunoreactivas (X, 01, 02, 03, 1a, 2a, 2b,
2c, 3a, 3b, 3¢, 4a, 53, 5b, 5¢, 6a, 6b, 6b1, 7a, 9a, 9b, 9¢, 9d, 9d1, 9e, 9f).

Después de 5 procesos de seleccién se obtuvieron 22 posibles candidatos purificados, los
cuales representan a 12 de los 26 clonas originales, ya que de algunas clonas se
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FIGURA 10. Gel de agarosa al 0.7%, donde se muestra ADN de L.
interrogans serovariedad icterohaemorrhagiae (Muestras 2,3y
4). El carril 5 corresponde al marcador de peso molecular A
Hindiil.
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recuperaron mas de un candidato debido a lo fuerte de la sefial que presentaron. (X'y) (01°),
(12, 1a") (2b™) (3a") (3b'y, 3b"2) (3™, 3c"2, 3¢™3, 3c™y, 3c"s, 3c™s, 3¢™y) ( 42") (5b™) (74,
7a") (9a') (9d™, 9di"™) (FIGURAS 11y 12)

Subclonacién:
Escision in vivo del Fagémido pBK-CMV.

12 de esos 22 candidatos (01'115, X'111, X121, 12"119, 2bY313, 3b"111, 3¢™224, 3¢"211, 3¢s, 72" 111,
3b'"4y, 3b'12) fueron subclonados al fagémido pBK-CMV generandose asi los fagémidos
recombinantes pART1, pART2, pART3, pART4, pARTS5, pARTS, pART7, pARTS, pART9
ART10, ART13 y ART18).

Andlisis de Restriccién.

De acuerdo al andlisis de restriccion realizado a las 12 clonas con las enzimas BamHI,
EcoRl, EcoRV, Hindlll, Psll, Scal, Sall, Xbal y Xhol, se recuperaron cuatro clonas
diferentes, con base en el patrén de cortes observado en los geles de agarosa.

Mediante la digestion con EcoR| se demostro la liberacién de un fragmento clonado en cada
uno de los fagémidos ART seleccionados y por otro lado no se observé diferencia alguna en
el patron de cortes de los mismos (FIGURA13).

Después de la digestion con BamHI se observé que el fagemido ART18 fue el Unico que
present6 un patrén diferente de cortes en comparacion con las otras 11 clonas (FIGURA14).

En la digestion con la enzima EcoRV no se observd diferencia alguna entre las 12 clonas
(FIGURA 15); mientras que con ia enzima Hindlll se observo un patron de corte diferente en
los fagémidos ART1 y ART18 en comparacion a lo observado en los otros 10 fagémidos y
entre ellos mismos (FIGURA 16).

La digestion con Pstl revelé que los fagémidos ART1 y ART18 presentaron un patrén
diferente de cortes entre ellos y en relacién a los otros 10 fagémidos. (FIGURA 17).

En la digestién con Sall no se observd diferencia alguna en el patrén de corte entre las 12
clonas (FIGURA 18)

La digestion con Scal reveld que los fagémidos ART8 y ART 13 presentaron un patrén similar
entre ellos mismos y diferente al de los otros 10 fagémidos, el fagémido ART18 presenté un
patron de corte diferente al de los fagémidos antes mencionados y al de los otro 9 fagémidos
(FIGURA 19).



FIGURA 11. Membrana de nitrocelulosa donde se observan las
reacciones positivas (+) de la clona 6 después de 4 selecciones,
utilizando un antisuero policlonal contra la serovariedad
icterohaemorrhagiae. (*) Lisado de L. interrogans serovariedad
icterohaemorrhagiae fue utilizado como control positivo.
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FIGURA 12. Membrana de nitrocelulosa donde se observan las
reacciones positivas ( —p) después de 5 selecciones de la clona
14, utilizando un antisuero policlonal contra la serovariedad
icterohaemorrhagiae. (*) Lisado de L. interrogans serovariedad
icterohaemorrhagiae fue utilizado como control positivo.
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FIGURA 13. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la digestién
con EcoRl de los fagémidos recombinantes ART. En el carril 1 se
coloco el marcador de peso molecular A Hindll. En el carril 2 se
colocé el fagémido pBK-CMV sin digerir. En los carriles 3,4,5,6,
7, 8 9, 10, 11, 12, 13 y 14 se colocaron los fagémidos
recombinantes ART1, ART2, ART3, ART4, ARTS, ART6, ART7,
ARTS. ARTY, ART10, ART13 Y ART18 digeridos.
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FIGURA 14. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la digestién
con BamHI de los fagémidos recombinantes ART. En el carril 1 y
16 se colocé el marcador de peso molecular A Hindlil. En el carril
2y 15 se coloco el fagémido pBK-CMV sin digerir. En los carriles
3,45,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13 y 14 se colocaron los fagémidos
recombinantes ART1, ART2, ART3, ART4, ART5, ARTS, ART7,
ARTS8. ART9, ART10, ART13 Y ART18 digeridos.
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FIGURA 15. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la digestion
enzimatica con EcoRV de ios fagémidos recombinantes ART. En
el carril 1 se colocé el marcador de peso molecular A Hindlll. En el
carril 2 se coloco el fagémido pBK-CMV sin digerir. En los carriles
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13 y 14 se colocaron los fagémidos
ART1, ART2, ART3, ART5, ART6, ART8, ART9, ART 10, ART13 y
ART18 digeridos.
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FIGURA 16. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la digestion
con Hindlll de los fagémidos recombinantes ART. En el carril 1 y
16 se colocé el marcador de peso molecular A Hindlll. En el carril
2y 15 se coloco el fagémido pBK-CMV sin digerir. En los carriles
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13 y 14 se colocaron los fagémidos
recombinantes ART1, ART2, ART3, ART4, ARTS5, ARTS, ART7,
ARTS8. ARTY, ART10, ART13 Y ART18 digeridos.
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FIGURA 17. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la digestién
con Pstl de los fagémidos recombinantes ART. En el carril 1 se
coloco el fagémido pBK-CMV sin digerir. En el carril 14 se colocd
el marcador de peso molecular A Hindlll. En los carriles 2,3,4,5,
6, 7, 8 9, 10, 11, 12 y 13 se colocaron los fagémidos
recombinantes ART1, ART2, ART3, ART4, ARTS, ART6, ART7,
ART8. ART9, ART10, ART13 Y ART18 digeridos.
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FIGURA 18. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la digestién
con Sall de los fagémidos recombinantes ART. En el carril 1 se
colocd el fagémido pBK-CMV sin digerir. En los carriles 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8 9, 10, 11, 12 y 13 se colocaron los fagémidos
recombinantes ART1, ART2, ART3, ART4, ART5, ARTS, ART7,
ART8. ARTY, ART10, ART13 Y ART18 digeridos. En el carril 14 se
coloco el marcador de peso molecular A Hindlll.
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FIGURA 19. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la digestion
con Scal de los fagémidos recombinantes ART. En el carril 1 se
coloco el fagémido pBK-CMV sin digerir. En los carriles 2,3,4,5,6,
7, 8,9, 10, 11, 12 y 13 se colocaron los fagémidos recombinantes
ART8, ART3, ART4, ART5, ART6, ART7. ARTS, ART18, ART13 Y
ART10 digeridos. En el carril 14 se colocé el marcador de peso
molecular A HindIN.
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En la digestién con Xbal inicamente el fagémido ART18 mostré un patrén de corte diferente
en relacion a los otros 11 fagémidos (FIGURA 20).

En la digestion con Xhaol los 12 fagémidos presentaron el mismo patron de restriccion
(FIGURA 21).

Los fragmentos clonados tuvieron un tamafio que va de 2500 a 3000 pb.

Posterior al analisis de restriccién, se eligié al azar al fegémido recombinante ART9, ei cual
fue nuevamente digerido con la enzima EcoRl para ratificar la existencia del fragmento
clonado antes de realizar la secuenciacion. Después de la digestion se confirmé la liberacion
de un fragmento correspondiente al ADN de L. icterohaemorrhagiae de aproximadamente
2500 pb, el cual fue purificado mediante perlas de silica y remitido al Instituto de
Biotecnologia de Cuernavaca para realizar la secuenciacién del mismo (FIGURA 22).

Secuenciacion del Fragmento Clonado.

El fragmento purificado fue secuenciado mediante el uso de los iniciadores universales T3 y
T7, los cuales forman parte del fagémido pBK-CMV. Posterior a la secuenciacion se
diseiaron iniciadores de afuera hacia adentro en ambos sentidos con ayuda del programa
OMIGA 1.1 para continuar la secuenciacion de los genes contenidos en dicho fragmento
(CUADRO 2).

CUADRO 2. Iniciadores utilizados para secuenciar el fragmento.

Fragmento Secuencia Nucleotidos | %G-C | Temperatura
ART9 con T3 GTGCCCTGAATGAACTGC 18 55.6 576
ARTZ con T7 | TTGCCGGATCAAGAGCTACC 20 55.0 62.6

La secuenciacion parcial del fragmento reveld 3 posibles mrcos abiertos de lectura (MAL).
Analisis de Ia Secuencia de Nucleotidos.

El anadlisis de las secuencias aisladas se flevé a cabo mediante una comparacion con la
base de datos del Baco de Genes (GenBank).

En la direccién 3’ del fragmento se localizé un codon de término de la traduccién (TGA) en la
posicién 354, mostrando el posible MAL | incompleto de 356 pb, que codifica para una
proteina de 95 aa. Este MAL mostré una identidad del 99% y una similitud del 99% con una
transposasa Tn5 (FIGURAS 23 y 24).
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FIGURA 20. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la digestion con
Xbal de los fagémidos recombinantes ART. En el carril 1 se coloco el
fagémido pBK-CMV sin digerir. En los carriles 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10,
11, 12 y 13 se colocaron los fagémidos recombinantes ART1, ART2,
ART3, ART4, ARTS5, ART6, ART7, ARTS. ARTY, ART10, ART13 Y
ART18 digeridos. En el carril 14 se colocé el marcador de peso
molecular 2. Hindlil.
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FIGURA 21. Gel de agarosa al 1% donde se muestra Ia digestion
con Xhol de los fagémidos recombinantes ART. En el carril 1 se
coloco el fagémido pBK-CMV sin digerir. En los carriles 2, 3, 4,
5 6, 7, 8 9, 10, 11, 12 y 13 se colocaron los fagémidos
recombinantes ART1, ART2, ARTS3, ART4, ART5, ARTS, ART7?,
ARTS8. ART9, ART10, ART13 Y ART18 digeridos. En el carril 14 se
colocé el marcador de peso molecular A Hindill.
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FIGURA 22. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la digestion
con EcoRl de los fagémidos recombinantes pBK-CMV y ART. En
el carril 1 se colocé el marcador de peso molecular A Hindlil. En el
carril 2 se colocé el fagémido ART9 sin digerir. En el carril 3 se
coloco el fagémido ART9 digerido. En el carril 4 se colocé el
inserto de ADN purificado. En el carril 5 se colocé el marcador de
peso molecular Ladder de 1 Kb.
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A: 31 SFTLPOALRAQGLLKEAEHVESQSAETVLTPDECQLLGYLDKGKRKRKEKAGSLQWAYMA 210
SFTLPQALRAQGLLKEAEHVESQSAETVLTPDECQLLGYLDKGKRKRKEKAGS LQWAYMA
B: 373 SFTLPQALRAQGLLKEAEHVESQSAETVLTPDECQLLGYLDKGKRKRKEKAGSLQWAYMA 432

A: 211 IARLGGFMDSKRTGIASWGALW*GWEALQSKLDGFLAAKDLMAQGIKI 354

IARLGGFMDSKRTGIASWGALW GWEALQSKLDGFLARKDIMAQGIKI
B: 433 IARLGGFMDSKRTGIASWGALWEGWEALQSKLDGFLAAKDIMAQGIKI 480

Identidad: 99%. Similitud: 99%.

A: Leptospira icterohaemorrhagiae. B: Transposasa TnS.

FIGURA 23. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos entre ¢l MAL l y la transposasa Tn5.
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FIGURA 24. ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE UN GENE DE Leptospira
icterohaemorrhagiae (MAL 1) PRESENTE EN LA CLONA ART9-T3 Y LA RESPECTIVA PREDICCION DE
AMINOACIDOS DE LA TRANSPOSASA Tns.

A: 30 aagcttcacgctgccgeaagecactcagggegcaagggetgectaaaggaagecggaacacgt 89
R RN AR R R NN R R R R R AR N R RN AR RN RN

B: 1196 aagcttcacgctgccgcaagcactcagggogcaagggetgectaaaggaagecggaacacgt 1255

transposasa 369 SerPheThrLeuProGlnAlaLevArgAlaGlnGlyLeuLeuLysGluAlaGluHisVa

Al S0 agaaagccagtccgcagaaacggtgctgacceccggatgaatgtcagectactgggetatet 149
PEPRR LT e bbb e bbb et bbbttt

B: 1256 agaaagccagtccgcagaaacggtgctgaccecggatgaatgtcagetactgggetatet 1315

transposasa 389 1GluSerGlnSerAlaGluThrValleuThrProAspGluCysGlnLeuLeuGlyTyrLe

A: 150 ggacaagggaaaacgcaagcgcaaagagaaagcaggtagcettgecagtgggettacatgge 209
RN RN R N N AN AR NN RN R RN RN NN NN RN

B: 1316¢ ggacaagggaaaacgcaagcgcaaagagaaagcaggtagettgcagtgggcttacatgge 1375

transposasa 409 uAspLysGlyLysArgLysArgLysGluLysAlaGlySerLeuGlnTrpAlaTyrMetal

[y¢]
Sy
0

A; 210 gatagctagactgggcggttttatggacagcaagcgaaccggaatigococaycigyyggegce
RN R RN R N N R R AR RN RN AR RN RN RN AN

B: 1376 gatagctagactgggcggttttatggacagcaagegaaccggaattgeccagetggggege 1435

transposasa 429 alleAlaArgleuGlyGlyPheMetAspSerLysArgThrGlyIleAlaSerTrpGlyAl

& 4

A: 270 cctctggtaaggttgggaagccctgcaaagtaaactggatggctttctigecgecaagga 329
R RN N N R AR N R R R NN R RN AR R R R RN R R R RN

B: 1436 cctctgggaaggttgggaagecctgcaaagtaaactggatggetttcttgecgecaagga 1495

transposasa 449 aLeuTrpGluGlyTrpGluAlaleuGlnSerLysleuAspGlyPhelLeuldlaAlaLysAs

A: 330 tctgatyggcgcaggggatcaagatctgatcaagagacag 368
EEERRRR AR R R R RN NN RRRRRREE

B: 1496 tctgatggcgcaggggatcaagatctgatcaagagacag 1534

transposasa 469 pLleuMetAlaGlnGlyIlleLysIle™"”

Identidad: 99%.

A: Leptospira icterohaemorrhagiae, B: Transposasa Tn5.

En la misma direccién se localizé un codén de término de la traduccién (TGA) en la posicion
143, mostrando el posible MAL 1l incompleto de 602 pb, que codifica para una proteina de
200 aminocacidos (aa). Este MAL mostré una identidad que va del 85% al 94% y una
similitud del 85% con la enzima cutinasa de Phytophthora capcisi (Figuras 25 y26).
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Ar

B:

689

33

525

: 78

363

139

214

188

PAPGXRPIASQSLXGFKXQRRAQLRKERPSWPATIAAXPﬁPAVHSGHRTGRS*QKEPGAP 510
PAP RPIA+ S + QRRA +RKERPSWPATIAA PRPAVHSGHRTGRS QKEPG P
PAPALRPIAA-SPFPLOCQRRAHVRKERPSWPAT IAALPRPAVHSGHRTGRSCOKEPG-P 90

RTGRPC--=—-~- ADSRNTAASEQPIVCCAQS*PNSLSTQAAGEPACNPSCSIMRNDPHPV 364
RTGR C A RNTAASEQPIVCCAQS PN LSTQAAGEPACNPSCSIMRNDPHPV
RTGRSCQKEPGPACQRNTAASEQPIVCCAQSYPNCLSTQAAGEPACNPSCSIMRNDPHPV 138

S*SDLDPLRHQILGGKKAIQFTLOGFPTLPEGAPAGNSGSLAVHKTAQS 217
S SDL PL QILGGKKAIQFTLQGFPTLPEGAPAGNSGSLAVH TAQS
SCSDLVPLYSQILGGKKAIQFTLOGFPTLPEGAPAGNSGSLAVHITAQS 187

LSPCKPTASYLLSLCACVFEP 155
LSPC ASYLL FP
LSPCMTDASYLLCALRLRFP 207

Identidad: 85%. Similitud: 85%.

A: Leptospira icterohaemorrhagiae. B: Phytophthora capcisi.

FIGURA 25. Alineamiento de la secuencia de aminoéacidos entre el MALHl y la cutinasa de
Phytophthora capcisi.
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FIGURA 26. ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA DE NUCLEOQTIDOS DE UN GENE DE Leptospira
icterohaemorrhagiae (MAL it) PRESENTE EN LA CLONA ART9-T3 Y LA RESPECTIVA PREDICCION DE
AMINOACIDOS DE LA CUTINASA DE Phytophthora capcisi.

A: 53 tcagggcgcaagggctgctaaaggaagcggaacacgtagaaagccagtccgcagaaacgg 112
RN R RN R R R RN R R A N A AR RN R RN R RN NN RRRERR RN A N

B: 934 tcagggcgcaagggctgctaaaggaageggaacacgtagaaagccagtecogcagaaacgyg 875

A: 113 tgctgaccccggatgaatgtcagctactgggetatctggacaagggaaaacgcaagegea 172
RN RN R R R A A AN N N AR RN AR EER AR N

B: 874 tgctgaccccggatgaatgtcagetactgggetatetggacaagggaaaacgcaagegea 815

cutinasa 202 ~**ArgSerLeuProPheArglLeulrgLe
Ser ThrProLys Lys

A: 173 aagag-aaagcaggtagcttgcagtggygcttacatggcgatagetagactgggeggtttt 231
A AR N N R A NN A AR R R R R R

B: 814 aagcgcaaagcaggtagcttgcatcggtcatacatggcgatag--agactgggcggttat 757

cutinasa 201 uAlaCysLeuleuTyrSerAlaAspThrMetCysProSerLeu SerGlnAlaThrIle

A 232 atggacagcaagcgaaccyggaattgccagetggggegecctetggtaaggttgggaagee 291
RN R A N R RN N NN RN AR R NN AR A R AN R R

B: 756 atggacagcaagcgaaccggaattgecagetggggegccctetggtaaggttgggaagec 697

cutinasa 163 HisValAlaleuSerGlySerAsnGlyAlaProAlaGlyGluProLeuThrProPheGly

HisArg Asp
A: 292 ctgcaaagtaaactggatggctttcttgccgccaaggatctgatggecgecaggggatcaag 351
PrErrirrre i rrreerdrr et ve et riertt F TEENEE) LEE
B: 696 ctgraaagtaaactggatggctttcttgeccgecaaggatetgactgtacaggygaacaag 637

cutinasa 143 GlnLeuThrPheGlnIleAlalysLysGlyGlyLeulleGlnSerTyrLeuProvValLeu

* % %

A: 352 atctgatcaagagacaggatgaggatcgtttcgecatgattgaacaagatggattgcacge 411
PLbbet beereererneereerrrdgbeererrrrebrrrrreerrerrrerrrnd

B: 636 atctgaacaagagacaggatgagdatcgtttcgcecatgattgaacaagatggattgecacge 577

cutinasa 123 AspSerCysSerValProHisProAspAsnArgMetIleSerCysSerProAsnCysAla

Ser Ser

A: 412 aggttetcceggecgettgggtggagaggetattoggetatgactgggcacaacagacaat 471
AR N RN N N R A N AR RN RN

B: 576 aggttctccggecygcttgggtggagaggcaatteggataagactgggecacaacagacaat 517

cutinasa 103 ProGluGlyAlaAlaGlnThrSerlLeuCysAsnProTyrSerGlnAlaCysCysvallle

Asp

A: 472 cggctgctetgatgecgecgtgtteccggetgtcagegecaggggegeceggttetttttgt 531
PrECLErrr e errrrereerd v ) e ARRERRRRRRRREN

B: 516 cggctgctctgatgeccgecegtgttec-getgaca~-cgecagg-——-geceggttetttttga 462

cutinasa 94 ProGlnGluSerAlaAlaThrAsnArgSerVal AlaPro GluProGluLysGlnC

A: 532 caagaccgacctgtccggtgecctgaatgaactgecaggacgaggcancgeggetategtg 591
RN AN RN R A RN R R RN R A RN RN AR N N AR R A A AR
B: 461 caagaccgacctgtccggtgecctgaatgaactgcaggacgaggecagegeggctategtg 402
cutinasa 65 ysSerArgGlyThrArgHisGlySerHisValAlaProArgProLeuAlaRlalIleThrA
LeuGln Val
A 592 gctg gegttccttgegcaactgtgetcgacgttgnecacttgaaaccggna 651
IIIIIJIIIIIIIIIIIIIJI!IIIIII PPEYERLETL AR vyt
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B: 401
cutinasa 48

A 652

B: 343
cutinasa 42

Identidad: 94%.

gctggccacgacgggegttecttgogeacgtgtgctecgacgttgacact--gaagecggga 344

laProTrpSerProArgGluLysArgValHisAlaArgArgGlnCysGln LeuProPh

Gly
agggactggcttgctattgggcgaantcecggngcaggat 691
RN RN N N R N NN RN Y FENE NN
agggactggc-tgctattgggcgaagtgeccggggecaggat 3035
eProSerAla AlalleProArglLeuAlaProAlaProAsp

A: Leptospira icterohaemorrhagiae. B: Phytophthora capcisi.

En direccién 5’ se localizé un coddn de término de la traduccién (TAA) en la posicion 144,
mostrando un posible MAL [Il incompleto de 189 pb, que codifica para una proteina de 46
aa. Este MAL incompleto revelé una homologia con una B-Iéctamasa resistente a inhibidores
TEM-79 de E. coli, observandose una identidad del 100% y una similitud del 100%

(FIGURAS 27 y 28).

A:

B:

5 GGIIARLGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW 142
GGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW
241 GGIIAALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIKHW 286

Identidad: 100%. Similitud: 100%.

A: Leptospira icterohaemorrhagiae. B: Escherichia coli.

FIGURA 27. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del MALIll y la 8-lactamasa TEM-79

de E. coli.
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FIGURA 28. ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE UN GENE DE Leptospira
icterohaemorrhagiae (MAL lll) PRESENTE EN LA CLONA ART9-T7 Y LA RESPECTIVA PREDICCION DE
AMINOACIDOS DE LA B-LACTAMASA TEM-79 DE Escherichia coli.

A
B:
inhibitor-resistant beta-lactam>
Az
B:
inhibitor-resistant .beta-lactam>
A

B:
inhibitor-resistant beta-lactam>

Identidad: 100%.

A: Leptospira icterohaemoirrhagiae.

929
241
65

989
261
125

1049
281

ggcggtatcattgcagecactggggccagatggtaagececcteccgtategtagttatetac
RN RN R R R AR AN R R A N R AR R R RN
ggcggtatcattgcagcactggggccagatggtaageecteccgtatecgtagttatctac
GlyGlyIleIleAlaAlaLeuGlyProAspGlyLysProSerArgIlleValvallleTyr

acgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgece
AR R RN R R R R A N RN SRR AR NN R A R N
acgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgec
ThrThrGlySerGlnAlaThrMetAspGluArgAsnArgGlnIleAlaGlulleGlyAla

tcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttaga 179
RN S RN NN R RN R AR R R RN RN N R R RN AR
tcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttaga 1103
SerleulleLysHisTrp~*®

B: Escherichia coli.
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La representacion grafica de fagémido recombinante ARTS, asi como la localizacién y orientacion
de los marcos abiertos de lectura clonados se muestran en las FIGURAS 29 y 30.

Al comparar la secuencia de aminoacidos de la cutinasa de Phytophthora capcisi con la
prediccion de aminoacidos correspondiente al gene clonado de Leptospira icterohaemorrhagie, se
determind que ambas proteinas difieren en 18 aminoacidos (Cuadro 3).
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LLACTARIASA
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TRANSPOSASA &
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SUTTINASA

FIGURA 29. MAPA DEL FAGEMIDO RECOMBINANTE ART9 QUE
MUESTRA LA UBICACION DE LOS GENES CLONADOS.
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T3 ; ADN DE Leptospira icterohaemorrhagiae.

I |

1

| '

MALI352pb  MALII 602 pb

Voo

Prot. de 95 aa Prot. de 200 aa

oo

Transposasa Cutinasa

il 4 ——

—

'

MAL 111 189 pb

'

Prot. de 46 aa

l

B-lactamasa

P B

T7

FIGURA 30. LOCALIZACION Y ORIENTACION DE LOS MARCOS ABIERTOS DE

LECTURA (MAL) CLONADOS EN EL FAGEMIDO ARTS.
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CUADRO 3. VARIACION DE NUCLEOTIDOS Y AMINOACIDOS ENTRE EL GENE DE LA CLONA ART9-T3

Y EL GENE DE LA CUTINASA.
MICOORGANISMO NUCLEOTIDO AMINOACIDOS GRUPO
L. icterohaemorrhagiae 177 A Serina Polar
P_capcisi 810 C Alanina No polar
L. icterohaemorrhagiae 197 G Treonina Polar
P. capcisi 791 T Acido Aspartico Acido
L. icterohaemorrhagiae 198 T Treonina Polar
P. capcisi 790 C Acido Aspartico Acido
L. icterohaemorrhagiae 201 G Prolina No polar
P. capcisi 787 T Treonina Polar
L. icterohaemorrhagiae 203 T Lisina Baésico
P. capcisi 785 A Metionina No polar
L. icterohaemorrhagiae 229 T Lisina Basico
P. capcisi 759 A Isoleucina No polar
L. icterohaemorrhagiae 334 T Histidina Basico
P. capcisi 654 C Serina Polar
L. icterohaemorrhagiae 335 G Histidina Bésico
P. capcisi 653 T Serina Polar
L. icterohaemorrhagiae 337 c Arginina Basico
P. capcisi 651 T Tirosina Polar-Aromatico
L. icterohaemorrhagiae 638 G Arginina Basico
P. capcisi 650 A Tirosina Polar-Aromatico
L. icterohaemorhagiae 346 T Acido Aspartico Acido
P. capcisi 642 A Valina No polar
L. icterohaemorrhagiae 359 T Serina Polar
P. capcisi 629 A Cisteina No polar
L. icterochaemorrhagiae 450 T Serina Polar
P. capcisi 538 A Serina Polar
L. icterohaemorrhagiae 502 T Acido Aspartico Acido
P. capcisi 441 A Valina No polar
L. icterohaemorrhagiae 621 A Leucina No polar
P. capcisi 376 C Valina No polar
L. icterohaemorrhagiae 622 C Glicina Polar
P. capcisi 375 G Histidina Basico
'L icterohaemorrhagiae 645 C Valina No polar
P. capcisi 350 G Leucina No polar
L. icterohaemorrhagiae 678 C Glicina No polar
P. capcisi 317 G Alanina No polar
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DISCUSION.

Al analizar la secuencia de ia clona seleccionada, en direccién 3’ se encontré una homologia con
un gene que codifica para la enzima cutinasa de Phytophthora capsici, con una identidad del 85%
y una similitud del 85%. En la misma direccién, se encontré homologia pero en diferente marco
abierto de lectura (MAL) con una transposasa Tn5 de E. colfi, con una identidad del 99% y una
similitud dei 99%.

La primer enzima con actividad cutinolltica fue descrita en Penicillium spinulosum y se pensaba
que esta enzima era exclusiva de este género. Sin embargo, ahora se sabe gue enzimas con
actividad de cutinasa son producidas por una gran variedad de hongos patégenos y algunas
bacterias entre las que destaca Pseudomonas.'®®'” Aunque muchos hongos patégenos de
plantas penetran a través de heridas presentes en la cubierta externa, algunos invaden por
penetracion directa a través de la superficie intacta de la planta. Para ello utilizan una enzima
llamada cutinasa la cual es capaz de hidrolizar los enlaces ester en el polimero de cutina (acido
monocarboxilico con series de 16 y 18 atomos de carbono, asi como dos a tres grupos hidroxilo),
la cual es el principal componente de la capa cuticular de la planta. Otra funcion descubierta para
la cutinasa, es promover la adhesidén de las esporas del hongo que la produce, a la superficie
hidrofébica de la planta. 171

La cutinasa es una pequefia enzima lipasa/estearasa, que pertenece a la clase de las serina-
estearasas y a la familia o/B-hidrolasas, dentro de la cual se encuentran diversas lipasas.'®
Tiene como sitio activo a la triada catalitica (serina 120, acido aspartico 175 e histidina 188) y un
sitio de unién oxianién que consiste de dos cadenas principales con atomos de nitrdgeno (serina
42 N y gilutamina 121 N). El grupo hidroxilo de la serina 42 es mantenido en la orientacién
apropiada mediante dos puentes de hidrégeno, uno a la asparagina 84 y otro a la glutamina
121.'7

La homologfa estructural entre la cutinasa y otras lipasas se ilustra con las siguientes
observaciones:

1) La lamina B central de la cutinasa se sobrepone correctamente con 3 a 7 cadenas de la lamina
central de la lipasa de Rhizomucor miehei y la lipasa pancreatica humana; 2) Esta sobreposicién
de las laminas B también se da con atomos de la triada que participan en los procesos cataliticos
(serina 120 Oy, &cido aspartico 175 O 81, histidina 188 N §1); 3) La serina catalitica de la

cutinasa (ser 120) presenta una conformacion e energéticamente desfavorable, la cual también
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ha sido encontrada en las serinas cataliticas de otras lipasas y es una caracteristica de los
residuos nuclofilicos de todas las enzimas de la clase /B hidrolasas. '*'"

La cutinasa muestra una actividad de endohidrolasa y exohidrolasa gue es especifica para
ésteres de alcohol primarios, que son los ésteres dominantes en el polimero de cutina. La
transcripcion del gene de cutinasa es reprimida por glucosa y activada por los monémeros de
cutina.'” Las cutinasas son también capaces de hidrolizar una gran variedad de ésteres
sintéticos y muestran una actividad directa sobre cadenas cortas y largas de acidos grasos
emulsificados tan eficientemente como la lipasa pancreatica. Son activas sobre triglicéridos
solubles y emulsificados.'"" La actividad de la cutinasa es muy sensible al tamaiio y distribucion
de los grupos acilo en las cadenas.'?

Contrario a otras lipasas, la actividad de la cutinasa se incrementa en la presencia de una
interfase lipido-agua.'"" Para tratar de definir el papel de la cutinasa en relacién a la virulencia, se
implementaron tres diferentes estrategias in vitro. Primero se determiné que una cepa mutante de
Colletotrichum gloeosporioides, con una actividad disminuida de la cutinasa, no logrd la infeccién
de la planta.'” Con un segundo experimento se demostré6 que la adicion de anticuerpos
especificos contra la cutinasa impedian la infeccion de una cepa altamente virulenta de Fusarium
solani''* Finalmente, el uso de inhibidores guimicos de la cutinasa, tales como el
diisopropilfluorofosfato y los organofosforados, previnieron la infeccién de hongos patégenos.
Estos resultados demuestran que la hidrédlisis enzimatica de la cutinasa tiene una participacion
importante en ia patogénesis.'141%

Por otra parte, el gene de cutinasa de Nectria haematococca ha sido transformado dentro de el
hongo patégeno Mycosphaerella sp., el cual solo infecta a la papaya cuando la superficie externa
presenta lesiones. La cepa transformada fue capaz de expresar el gene donado con diferentes
tasas de transcripcion, [a sintesis de la enzima cutinasa le permitié infectar a su huésped sin
requerir la presencia de lesiones previas. Los diferentes tamafios de las lesiones resultantes,
fueron considerados como un indicativo de la actividad de la cutinasa en las transformantes. De
esta forma, nuevamente se demostré que el gene de la cutinasa era esencial para permitir fa
benetracién de Mycosphaerella sp. en papayas con la cuticula intacta.'*®

La cepa T-8 de Fusarium solani con la capacidad de producir la enzima cutinasa activa fue
sometida a proceso de mutagénesis con luz ultravioleta para generar una mutante PBN-1.
Después de haber cultivado a la mutante durante 3 a 5§ dias en medios conteniendo cutina, se
determiné que la mutante obtenida mostrd una reduccién en la actividad de la cutinasa de un 80 a
un 90%. De igual forma, mediante la técnica de Western blot se demostré que la mutante
present6 una reduccién del 85% en la intensida?d1 de la banda correspondiente a la cutinasa (peso




molecular de 22 KDa), debido a una disminucion en la expresion de cutinasa. La virulencia de la
mutante en comparacién con la cepa original presentd una disminucién del 55%. Estos resultados
sugieren que la bepa mutante sintetizd cantidades reducidas de cutinasa funcional e
inmunoreactiva y que la cutinasa juega un papel importante en el proceso de infeccidn.'”’

Para evaluar el impacto de un cambio en una regidén constante se llevé a cabo una mutagénesis
dirigida en el aminoacido asparagina 84, el cual dirige la orientacion apropiada de la serina 42 Oy,
por alanina. Las modificaciones bioquimicas se evaluaron con respecto a su habilidad para
hidrolizar el p-nitrofenilbutirato en solucién, dado que la cutinasa es capaz de hidroiizar este
sustrato. La mutante S42A mostré un drastico decremento en la actividad (450 veces menor), sin
afectar la estructura tridimensional y la geometria del sitio activo que consiste de la triada
catalitica ser120, asp175 e his188."" ‘

Si bien, la sustitucidn de un solo aminoacido por otro en una sucesién de aminoacidos, puede
modificar por completo fa conformacion de la proteina, su actividad biolégica o su antigenicidad,
siempre y cuando el cambio se presente en una regién altamente conservada. Un cambio en una
regién variable o un cambio entre aminodacidos con caracteristicas similares es muy probable que
no modifique la estructura ni funcidn de la proteina.'"

Al comparar la estructura primaria deducida de la cutinasa en 3 diferentes hongos patégenos
para plantas (Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum capsici y Fusarium solani), Ettinger
et al., determinaron que solo el 43% de los residuos son conservados entre las tres enzimas,
mientras que el resto de las regiones pueden mostrar una variabilidad considerable. Los residuos
involucrados en la triada catalitica y uniones disulfuro en las tres cutinasas son regiones
altamente conservadas.'®

Al comparar la preferencia en el uso de codones entre las cutinasas de C.capsici y C
gloesporioides, se determiné que habia diferencias entre ambas. De los 61 codones que codifican
para los diferentes aminoacidos, 13 codones no son usados en C. capsici y 18 codones no son
usados en C gloesporioides. En el caso de la cutinasa de Neurospora hay una fuerte preferencia
sobre A en la tercera posicion de los codones utilizados. De cualquier forma, este nivel de
preferencia es bastante moderado para hongos filamentosos.

Por otra parte, la comparacion de la estructura de los tres genes reveld la localizacion de un
intrén, al parecer también conservado.

El sitio de iniciacion de la transcripcion en el gene de cutinasa de C capsici no esta asociado con
la clasica caja TATAA que se encuentra en |la mayoria de l10s genes eucaridticos. El gene de
cutinasa de F solani carece de ambas cajas consenso TATAA y CAAT y el gene de cutinasa de C

gloesporioides también carece de la caja TA;';&A Aunque los tres genes carecen de la caja




TATAA, elios tienen una secuencia TAAATA en una localizacién coman. En el gene de C capsici
esta secuencia se ubica a 34 nucleédtidos en direccion 5’ del sitic de inicio de la trascripcion 0 177
nucledtidos a partir del sitio de inicio de la traduccién. En los genes de C gloesporicides y F solani
la secuencia TAAATA se ubica a 160 y 111 nucledtidos de los sitios de inicio de la transcripcion y
la traduccién respectivamente. Una secuencia CAAT precediendo a la secuencia TAAATA en C
capsici por 30 nucledtidos y en C gloesporioides por 18 nucledtidos esta en una localizacion
homologa para cajas CAAT en genes de eucariontes. Una secuencia similar CAAG se encontré
en el gene de F solani, pero esta a solo dos nucledtidos de la secuencia TAAATA. La secuencia
CAGAC gue constituye el centro de la secuencia TCCAGACCA, la cual esta asociada con el
inicio de la transcripcién en C capsici se encuentra duplicada a 21 nucledtidos de distancia en
direccién 3' de los sitios de inicio. Esta regién CAGAC también se encuentra duplicada a 11
nucledtidos de distancia dentro de los limites del nucledtido 66 en direccién 3’ de la secuencia
TAAATA en los genes de C gloesporioides y F solani.'?

Se ha demostrado que solo el 43% de los residuos son conservados entre diferentes
cutinasas,'® por lo cual, ias diferencias entre la cutinasa de P. capsici y el gene clonado podria
considerarse como un hallazgo normal, no solamente porque se ha establecido que existen
diferencias entre los genes de cutinasa de diferentes especies, si no porque el gene cionado
pertenece a un microorganismo procarionte. De ahi que, estas diferencias pudieran significar
tanto cambios antigénicos como funcionales caracteristicos de este género bacteriano. Seré
importante concluir la secuencia del gene para llevar a cabo una evaluacién todavia mas precisa
de todas las regiones del mismo.

Todas las serovariedades de la genoespecie biflexa y algunas serovariedades de la genoespecie
interrogans producen lipasas, mientras que, serovariedades representantes de las genoespecies
borgpetersenii, noguchii, santarosai y weilii, se han reportado como no productoras de lipasas.
Las lipasas de algunas cepas exhiben una especificidad posicional.*'?!

Por otro lado, se ha determinado que las lipasas muestran selectividad hacia los eritrocitos de
diferentes especies animales, lo cual depende a su vez, del tipo de fosfolipidos predominante en
su membrana.'?

En miembros del género Leptospira, han sido detectadas estearasas que actian sobre acidos
grasos de 5, 6, 8, 9y 10 atomos de carbono.'

Si bien las leptospiras no muestran una afinidad directa hacia las plantas y la cutina presente en
éstas, si la tienen hacia los acidos grasos de cadena larga presentes en el suero sanguineo y
hacia los fosfolipidos presentes en la membrana de algunos tipos celulares como los eritrocitos y
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las céiulas del endotelio vascular. En todo caso, la participacién de las lipasas es necesaria para
la hidrélisis de este tipo de acidos grasos.

Es significativo el hecho de haber aislado un gen que codifica para la sintesis de una enzima que
pertenece at grupo de las lipasas, dado que, en este tipo de microorganismos, las lipasas tienen
una participaciéon importante, no solo para el metabolismo, sino también, en lo referente a la
virulencia de las leptospiras. Sera importante conocer si este gene codifica para una lipasa que
participa en el metabolismo de esta serovariedad, si pudiera estar asociada a una actividad
hemolitica o incluso resulta interesante determinar si tiene alguna relacién con la adherencia a
alguna superficie especifica en las diferentes especies animales, tal como la cutinasa lo hace
pero hacia las plantas.

Considerando que algunos genes que confieren atributos de virulencia en las bacterias,
normaimente estan flanqueados por Sl, regiones de ADN dentro de las cuales a su vez esta
codificada la sintesis de transposasas, resulta significativo e! hecho de haber encontrado en la
misma direccién el gene de la transposasa y el gene que mostré homologia con la cutinasa, ef
cual podria estar asociado con alguna propiedad de virulencia. Por lo anterior, sera critico realizar
la caracterizacion funcional del gene, para confirmar o descartar esta posibilidad.

Las enzimas denominadas transposasas estan codificadas en transposones los cuales son
secuencias de ADN gue pueden moverse aleatoriamente de un lugar a otro, en la misma cadena
de ADN mediante la ayuda de las transposasas, las cuales cortan el ADN de la cadena blanco y
el ADN en ambos extremos del transposdn y posteriormente unen los dos extremos del
transposén con los extremos del ADN blanco llevando a término la transposicién. '2*

Diferentes investigadores han reportado el aislamiento de Sl a partir de L. borgpetersenii, y se
sugiere que estas S| pueden estar involucradas en rearreglos cromosomales.5*™" pe igual
forma, las diferencias encontradas en el nimero de copias en una misma serovariedad apoya la
hipotesis acerca de que este tipo de secuencias son elementos transposables activos.”™

Doak et al. reportaron una proteina codificada en la Sl aislada, la cual mostré similaridad con un
elemento del grupo de las Sl y a la DasE de la superfamilia de transposasas.’z"’

Considerando la importancia de este tipo de enzimas en los procesos de transposicién, el
aislamiento de un gen que codifica para la sintesis de una transposasa en la serovariedad
icterohaemorrhagiae mantiene abierta la posibilidad de determinar si este gen forma parte de una
8l no reportada y conocer que otros genes que estan asociados con la misma. Asi mismo, este
resultado apoya la idea de la participacion de este tipo de elementos en la heterogeneidad ya

reportada en el género Lepfospira.
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En la direccién opuesta se encontré una homologia con un gen que codifica para la B-lactamasa
TEM-79 resistente a inhibidores presente en Escherichia coli con una identidad del 100% y una
similitud del 100%.

Las p-lactamasas son la principal causa de resistencia bacteriana a los antibiéticos p-lactémicos,
por lo que han sido motivo de investigaciones extensas a nivel microbiolégico, bioquimico y
genético.'® Su evolucién en términos de actividad catalitica fue acelerada por el uso intensivo de
B-lactamicos naturales y semisintéticos en areas como !a agricultura, la industria y la medicina. ¥’
Con base en sus caracteristicas funcionales, sustrato sobre el cual actian y el perfil de inhibicién,
las pB-lactamasas han sido clasificadas de la siguiente forma: grupo 1. Cefalosporinasas que no
son totalmente inhibidas por el acido clavulanico; grupo 2. Penicilinasas, cefalosporinasas y B-
lactamasas de amplio espectro que generalmente son inhibidas por inhibidores de p-lactamasas
sitio-dirigidos; grupo 3. Metalo-B-lactamasas que hidrolizan penicilinas, cefalosporinas y
carbapenems. Este tipo de enzimas son poco inhibidas por fa mayoria de las moléculas que
contienen B-lactamicos; grupo 4. B-lactamasas que no son inhibidas por el ac. clavulanico.'?®
Desde el punto de vista molecular, cuatro clases de B-lactamasas han sido descritas (A, B, C y
D), dentro de las cuales se incluyen a mas de 190 B-lactamasas reportadas en diferentes
especies bacterianas. Las clases A, C y D actian sobre antibidticos que tienen sus sitios activos
a la serina y la clase B comprende a aquellas que son dependientes del zinc (inhibidas por
EDTA).128 Si bien el descubrimiento de los inhibidores de p-lactamasas fue algo que soluciond en
parte el problema de resistencia, las bacterias han desarrollado nuevos mecanismos de
resistencia, los cuales han llegado a superar los efectos inhibitorios de los inactivadores de B-
lactamasas. Esta resistencia representa un serio riesgo al evitar el efecto protector de inhibidores
en contra de las penicilinas (sensibles a las B-lactamasas clasicas), que frecuentemente son
utilizadas en el area médica.'?® Uno de los mecanismos de resistencia que recientemente se ha
reportado es la sustitucién de aminoacidos en la TEM-1 B-lactamasa, lo cual da como resuitado
una baja afinidad de la enzima por los inhibidores.'?*

El hallazgo de un gen que codifica para una B-lactamasa en L. icterohaemorrhagiae resulta
relevante al considerar que la resistencia a antibidticos es uno de los mecanismos de
patogenicidad con que cuentan las bacterias para no ser inhibidas por antibidticos p-lactdmicos.
De igual forma, refuerza los resultados reportados por Spradbrow 1963 y Gilks1988, quienes
reportaron, en diferentes afios, la resistencia a peniciina en la serovariedad
icterohaemorrhagiae.**® En aquel tiempo, los resultados obtenidos evidenciaban un fenotipo, el
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de una cepa resistente al aﬁtibiético. En este trabajo, los resultados obtenidos evidencian el
genotipo de una cepa resistente a antibidticos del grupo de los B-lactamicos.

La apiicacién de técnicas de biologia molecular en combinacién con ensayos biolégicos, hace
posible conocer la funcion de los genes, y, a través de la manipulacién genética, producir
proteinas recombiantes, para impiementar herramientas diagnésticas e inclusive prevenir una
enfermedad mediante la obtencién de un bicldgico recombinante.

En las décadas pasadas, practicamente la tnica bacteria que se estudiaba a nivel molecular era
E. coli, bacteria para la cual, los sistemas de transferencia de material genético eran bien
conocidos y estaban disponibles. La aplicacion de estos conocimientos para estudiar bacterias
diferentes permitid el mapeo de unos pocos genomas bacterianos, la identificacion de algunos
genes Yy algunos mecanismos de regulacion genética. Sin embargo, las técnicas genéticas no
estaban disponibles para la investigacién de la mayoria de las bacterias patdgenas. *°

A partir del advenimiento de la tecnologia del ADN recombinante, el surgimiento de las técnicas
para la clonacion de genes y los métodos que permiten una rapida secuenciacion del ADN, se
despertd el interés de los investigadores en todo el mundo, lo cual se ha visto reflejado con un
aumento en el nimero de reportes acerca de los mecanismos moleculares de regulacion de los
determinantes de virulencia en muchas bacterias patégenas. Los conceptos de la biologia
molecular se han extendido a todas las ciencias de la vida, formando el eje central de las
ciencias basicas. Las técnicas moieculares estan ahora transformando a las ciencias médicas,
desde la inmunologia a las neurociencias y del diagndstico médico a la investigacion en

Céncer.ﬂ“ 132,133

La colonizacién, secrecion de sustancias téxicas y en muchos casos, ia evasion de la respuesta
inmune, promueven la aparicion de cambios patolégicos en diferentes tejidos de un huésped,
dando lugar a la aparicidn de diversas manifestaciones clinicas que se pueden evidenciar
visualmente y a su vez categorizar dependiendo de la severidad del dafio causado sin conocer su
origen. Lo anterior, hace referencia a las propiedades fenotipicas de las leptospiras (virulencia),
las cuales dependen directamente de las propiedades genotipicas (patogenicidad). Dicho de otra
forma, “para poder entender el fenotipo de las leptospiras, es necesario conocer su genotipo” 2

Por el momento se han descrito aproximadamente 50 genes del genoma de Leptospira, o cual
confirma lo limitado que han sido las investigaciones en esta area. Los genes en su conjunto
conforman el genoma de las leptospiras, en el cual se codifica no solo la sintesis de ias diferentes
estructuras bacterianas, sino tambien estdn codificadas propiedades como la adhesién, la
resistencia a antibidticos (que también estd codificada en plasmidos), la pruduccién de
hemolisinas, enzimas extracelulares, oligosac%%dos antigénicos y lipidos toxicos. Cada vez es




mas evidente la importancia de llevar a cabo estudios de biclogia molecular sobre el genoma de
las diferentes genoespecies patbgenas de Leptospira que permitan caracterizar a los diferentes
genes que participan tanto en la biosintesis de componentes estructurales y metabdlicos como
aquellos que participan en el proceso de infeccién. Muchas de las respuestas que se buscan
constantemente en relacion a la leptospirosis se encuentran en el genoma de las leptospiras y se
iran respondiendo conforme se realicen investigaciones directas sobre los genes que conforman
este genoma.

Durante décadas, en diferentes paises dentro de los que se incluye México, la deteccién indirecta
de la bacteria se ha llevado a cabo, utilizando la prueba de AM, la cual definitivamente es
considerada la principal herramienta con la que se cuenta en la actualidad para poner de
manifiesto la exposicion de un animal o ser humano a leptospiras patégenas. El diagnéstico
serologico, ha permitido conocer la frecuencia y en algunos casos la prevalencia de las diferentes
serovariedades en diversas especies de animales domésticos, silvestres y el hombre, en mas de
la mitad de los paises del mundo.” Sin embargo, para establecer el diagndstico definitivo de la
enfermedad, la deteccién directa del agente etiologico es fundamental.

En el caso de las leptospiras, el aislamiento a partir de muestras clinicas (orina, sangre o tejidos)
es dificil, requiere de un periodo de tiempo considerable (4 a 6 semanas) y que las bacterias
estén viables, ya que leptospiras muertas en una muestra clinica no pueden ser detectadas por
esta via. Ante esta realidad, cada vez se hace mas necesaria la implementacion de diferentes
técnicas moleculares para la deteccion directa de leptospiras en una muestra clinica, ya que este
tipo de herramientas permite detectar directamente ADN de leptospiras vivas o muertas en
menos tiempo y con una aita sensibilidad y especificidad.

Con la finalidad de aislar genes de Leptospira icterohaemorrhagiae cepa RGA para su posterior
secuenciacion, se construyé un banco genémico de expresion en el vector A ZAP-EXPRESS. E!
antisuero policlonal producido alcanzé un titulo de 1:25,600. Considerando que él titulo minimo

0,'%'%" ¢l antisuero policlonal

recomendado para un antisuero contra Leptospira es de 1:12,80
contra L. icterohaemorrhagiae se considerd adecuado para su uso en los escrutinios del banco
genémico de expresion. Los escrutinios realizados con anticuerpos policlonales permitieron la
recuperacion de clonas recombinantes, las cuales a su vez fueron sometidas a un procedimiento
de purificacion para su posterior secuenciacion y andlisis de la secuencia. Los resultados
muestran que la deteccién inmunolégica puede considerarse como una estrategia adecuada para
la deteccién de genes que codifican para la sintesis de proteinas de L. icterohaemorrhagiae. El
andlisis de las secuencias permitié conocer el tipo de genes aislados, con base en la homologia

observada con secuencias registradas en el b?gco de genes. Sera importante realizar ensayos




de mutagénesis dirigida en combinacién con ensayos en sistemas bioldgicos para comprobar o
en su caso conocer la funcién de los genes aislados. De igual forma, es necesario continuar con
la secuenciacién completa de este fragmento para conocer que otro tipo de genes fueron
clonados y realizar la caracterizacion de los mismos. De esta manera, se aportard nueva
informacién referente al genoma de las leptospiras.

Por ofro lado, considerando que el diagnéstico de laboratorio es una de las prioridades en la
leptospirosis, la evaluacion posterior de los genes aislados mediante el disefio de iniciadores en
experimentos de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), asi como en reacciones de
hibridacion, determinara si es posible' iniciar una linea de investigacion con la finalidad de
implementar dichas técnicas, para realizar la deteccion directa de las leptospiras a partir de
muestras clinicas.

Para determinar si el gene que mostrd homologia con una lipasa tiene alguna relacién con
virulencia. Sera necesario determinar que serovariedaes presentan el gene. Si {inicamente
leptospiras patdégenas presentaran el gene, podria tratarse de un gene relacionado con virulencia,
pero, si tanto leptospiras patégenas como no patégenas lo presentaran, podria tratarse de una
lipasa con actividades metabdlicas. En ambos casos el hallazgo resulta relevante, ya que a
diferencia de la mayoria de las bacterias, éste género bacteriano utiliza acidos grasos de cadena
larga como fuente de energia y las lipasas son fundamentales para la hidrélisis de este tipo de
compuestos. Asi mismo, hemolisinas como la fosfolipasa y la esfingomielinasa son importantes
mecanismos de patogenicidad, responsables de algunos de los signos y lesiones que
caracterizan a la leptospirosis.

Mediante un ensayo de hibridacién utilizando al gene aistado como sonda se podria determinar si
el gene esta presente Unicamente en serovariedades patégenas o si también se encuentra en
serovariedades no patdgenas, lo cual es importante conocer para determinar su funcién. De igual
forma, serian necesarios ensayos en sistemas biolégicos (hamsters o cultivo celular) con cepas
que presenten el gene y cepas que no lo presenten para determinar si existe alguna diferencia.
Posterior a este ensayo, podria realizarse un ensayo de complementacién entre una serovariedad
que presenta el gene y una que no lo presente, para ver si después de la complementacion la
‘serovariedad que recibid el gene muestra diferencias en el ensayo biolégico. Ei hecho de
encontrar diferencias y cambios patoldgicos después de haber adquirido el gene, demostraria

que existe una relacién con virulencia.

QOtra estrategia seria realizar una mutagénesis dirigida en el gene y determinar el efecto

resultante, para después compararlo con el comportamiento observado en la cepa original.
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Por otro lado, es necesario realizar ensayos en medios de cultivo con diferentes concentraciones

de penicilina para demostrar que existe una relacion entre el gene de pB-lactamasa encontrado en
la serovariedad icterohaemorrhagiae y la resistencia in vitro al antibidtico.
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CONCLUSIONES.

El uso del vector de clonacion A ZAP EXPRESS mostrd ser una opcién adecuada para la
clonacién y posterior secuenciacion de fragmentos gendémicos de L.inferrogans serovariedad

icterohaemorrhagiae.

Con base en los resultados obtenidos, se establece que la deteccién inmunolégica puede
considerarse como una estrategia adecuada para el aislamiento de genes que codifican para la
sintesis de proteinas inmunogénicas de L. icterohaemorrhagiae.

En el presente trabajo se clonaron y secuenciaron los genes que codifican para sintesis de una

lipasa, una transposasa y una f-lactamasa, presentes en la serovariedad icterohaemorrhagiae.

El aislamiento de un gene de L. icterohaemorrhagiae que mostré homologia con una lipasa,
resulta trascendente si se considera que en éste tipo de microorganismos, las lipasas participan
tanto en procesos metabdlicos, como formando parte de los mecanismos de patogenicidad.

La caracterizacién funcional de éste gene aportara informacion relevante para estudios futuros
con esta serovariedad, la cual tiene una amplia distribucién en diferentes especies animales y en

el ser humano.
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