@gﬁfw"ﬂﬂﬂmm&m
RPN

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO {L'j_

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

DISTRIBUCION DE SECUENCIAS HOMOLOGAS AL GEN bor
DEL BACTERIOFAGO A EN MIEMBROS DE LA FAMILIA

Pasteurellaceae: Haemophilus, Actinobacillus y Pasteurella.

T E S I S
PARA OBTENER EL TITULO DE

B I O L O G A
P R E S E N T A :
MARIA DOLORES ALCANTARA MONTOYA

DIRECTOR DE TESIS: DR. SERGIO VACA PACHECO

LOS REYES IZTACALA, EDO. DE MEX. Septiembre 2004



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA
A

Mi madre: Cheli
Por ofrecerme siempre lo mejor, sin recibir nada a cambio; por ser una mujer que
siempre se mantuvo de pie sin importarle que tan duro fuera el cierzo. Mami:

Gran parte de lo que soy ahora y seré en un futuro serd por ti.

Mil gracias.

Mis hermanos: Jesits, Gaby, Mire y July
Por todo el apoyo que me brindaron, especialmente en los momentos mds dificiles
de mi carrera; Demostrdndome que siempre estardn ahi a pesar de todo.

Gracias.

A Gerardo, Santiago e Israel
Por todas las ocasiones que estuvieron conmigo y por que no importa que tan
dificil sea el camino, nunca se rinden. ‘Esto también es por ustedes.

Gracias.

Mis sobrinos: Gerardito, Aixa, Ilse, Aylin, Lupita y Miguel

Nifios saben que los quiero mucho.



Agradecimientos

Dr. Sergio Vaca Pacheco por hacer de la genética un deporte que se debe

practicar; Gracias por ser ademds de asesor, amigo.

A los Dr. Erasmo Negrete Abascal y Diego J. Arenas Aranda por sus atinados

comentarios, enriqueciendo enormemente este trabajo.

A la Profa. Gloria L. Paniagua y Prof. Erick Monroy por que siempre estaban

cuando los necesite.

A Octavio P. Garcia Gonzdlez por ser un “profesor maligno” muy a todo dar,

ademds de sus ilustres ensefianzas en Biologia Molecular.

A Ricardo por ofrecerme siempre lo mejor de ti. Gracias por todo lo que pasamos

juntos durante la carrera.

A mis amigos de la carrera: Paty, Diego, Efrain y Monse por esos momentos de
enorme trabajo, prdcticas, quemas, etc. Saben que los primeros siempre serdn

los primeros.

A mis compafieros del laboratorio: Faby, Marce, Angel, Paulo, Augusto, Gaby, Eli y
Angélica: gracias su apoyo y amistad, haciendo mds amena la estancia en

Genética. Manta Agus por tus striptease.



A los Bidlogos Iztacalos en el CCH Azcapotzalco:
= Pedro por creer en mi, permitiéndome estar en ésta nueva aventura
donde aprenderé muchisimo.
= Muy especialmente a Virgilio y José por depositarme su confianza,
apoyo, amistad y profesionalismo desde un principio, no me permito

defraudarlos.
A Bidl. Paul y Armando por el enorme apoyo que me brindan.
A los Profesores de Iztacala: Angel Duran, Margarita Canales, Carmen Alvarez,
Teresa Ramirez, Rodolfo Cadenas, Rafael Quintanar, Josefina Vdzquez y Rodolfo

de la Torre por ser excelentes profesores.

A todos los Bidlogos con los que he convivido durante la carrera, en el CCH y

amigos, por demostrar siempre su pasion por la BIOLOGIA Y no es para menos.



“El mundo vivo puede dividirse en dos grandes

categorias: los organismos celulares y los virus”
7k Y Y

Wolfram Zillig

La Biologia no se rige por leyes sino todo lo contrario,
por lo que es dificil suponer que existan verdades
absolutas...

AMMD



INDICE

RESUMEN.... ..o s s smra s s s e s s s ann e anna s s nn e e e nann s 1

INTRODUCCION.....c..ueiiiieieeeeee e se e e eseseasessessssessses s essssssss s sssseasasssssesenesd
ESCREIICRIA COI........cco et 3
Bacteriofagos. .. e e B
Ciclo de muUltiplicaCion VIFICa. . ......u e el D)
CoNVErsioN lISOGENICA. .. . ceueneiie et e e a e e e O
El bacteriofago A......veieiiei e 10

Ciclo de replicacion del fag0 h......c..eeiieeiiiiee e 11

GENES ACCESONOS B hvnee e et e et e e e e e aereraeemam e 1D

La resistencia @l SUBTO. . ... ... e e et ee e 18

Familia PasteUrellQCEAE. . ... . ... e e e et et e e e 22

MATERIALES Y METODOS......ccc s s ressmssssnssssssssss s sn s sn s mssmssn s ses masnnes 3 1
MATERIALES ...ttt ettt et e ettt et s et e e e ne e e e e seeeneenee 31
METODOS......co ettt ettt e et ee e et e e ese e e s te e e saeesnseeeaseeeenseeeaneeeenseeeanneeanneas 33
Extraccién de DNA cromosémico en miembros de la familia Pasteurellaceae........... 33
Amplificacion por PCR de secuencias homologas al gen bor de A en miembros de la
familia PasteUIellaCeae...................uuuiiiiiiiiiiiii e 34
Clonacion de los bor-like a pCR2.1-TOPO.........ciuciiiiiiiiiiiieeeeiiiee e 0 37

Transformacion €N E.COlIW 3T 0. ..o et et r e 38



Analisis de clonas B-galactosidasas positivas
Extraccién de DNA plasmidiCO. ... .c.uoeueiueiiiie e s .40
ANAlISIS POF FESIICCION. ...« ot ee e ees e e e e e s er e e e e e e 42
Purificacion de 10s bor-liKe............... oot A4
Secuenciacion de 10S DOr-Ke..............o.iiiiiii e e 45

ANAlISiS iN SIlICO AR 10S DPOF-HIKE.........ooeeeeeeeee et reaeees 46

Extraccion de DNA cromosomico en miembros de la familia Pasteurellaceae........... 47
Estandarizacion del PCR €N DNA d€ A....oevvevviiiiiiiicieei e e 48
Amplificacion por PCR de secuencias homologas al gen bor de A en miembros de la
familia PasSteUrellaCeae. ...............uuueeieeie ittt e e e e e e eeeeanees 49
Clonacion de los bor-like en pCR2.1-TOPO......c.ccoviii i .00
Analisis de clonas B-galactosidasa positivas

Extraccion de DNA plasmidiCo. ......couiiiuuiiiiee i e e 50

ANalisis POr reStrCCION. ... i i e e D T
Analisis in silico de 10s bor-like..............cocoiiniii e D3

Alineamiento por computadora de 10s bor-like................ccoooiiiiiiiiiie e, 54

Arbol filogenético de los bor-like en miembros de la familia Pasteurellaceae........ 55

DISCUSION. ... ceee et e eeeeeeeeeesaarsseseemmaeeeesse s omee s en e s enesanasnssssesnssssssnnssnsssnssnnesDD
PERSPECTIVAS. ...o.eeeeeeeeeeeeeeeeeeesesessessesssssssesnsassssnssssssnsesnssssesasesessnssssesssesnssnssnsnsnsan 59

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cccoerereeeeerccssasesesecsssssassseseessssssssasssesssaes 60



RESUMEN

El bacteriéfago A es un virus que infecta a Escherichia coli, es parasito intracelular
que requiere de la maquinaria de replicacién, trascripcion y traduccién bacteriana
para multiplicarse. Presenta dos ciclos de vida: la via litica y la lisogénica; En ésta
ultima el DNA del fago se incorpora de manera estable en el cromosoma bacteriano
reprimiéndose la expresion de los genes estructurales y de lisis. En esta condicién se
le denomina profago vy a la bacteria que lo porta lisdgena. Los profagos pueden
modificar a la bacteria proporcionando caracteristicas de virulencia mediante:
transduccién y conversion lisogénica, como puede ser la produccion de toxinas,

resistencia a algunos antibiéticos o nuevas rutas metabdlicas.

Uno de los genes descritos que confieren propiedades de virulencia es el gen bor
del fago A que le proporciona a su lisbgena resistencia al efecto bactericida del suero.
Este gen posee cierta homologia a nivel secuencia con el locus iss del plasmido

ColVI-K94 de E. coli.

Debido a la importancia médica, genética y evolutiva que significa la presencia del
gen bor en la supervivencia de la bacteria ante el sistema inmune del hospedero, el
objetivo de este trabajo fue localizar mediante PCR la presencia de secuencias
homologas al gen bor en diferentes cromosomas bacterianos de algunos miembros
de la familia Pasteurellaceae, donde se encuentran especies bacterianas que

infectan mayoritariamente a animales de importancia econémica.



A partir de DNA  cromosdémico se amplific6 por PCR utilizando oligos
complementarios a bor de A. El resultado fue la obtencién de un fragmento de
aproximadamente 300pb (tamafio ya reportado para bor de A) en Actinobacillus
pleuropneumoniae serotipos 1y 3; Haemophilus paragallinarum serogrupo A, as Y as:
con excepcion del serogrupo C. Pasteurella multocida (cerdo) y P. haemolytica
(bovino y ave). Algunos fragmentos fueron clonados en el vector pCR2.1-TOPO,
empleando para transformar E.coli W3110, para su secuenciacién y posterior analisis

fenotipico.

Las secuencias fueron alineadas en el programa Clustal X proporcionando valores
de similitud bastante altos, ademéas de un arbol filogenético el cual aporta la posible
diseminacion de las secuencias relacionadas con bor en los miembros de la familia
Pasteurellaceae. Cabe mencionar que la presencia de estas secuencias en el
cromosoma de las bacterias de tipo silvestre significaria una ventaja selectiva y por lo

tanto un éxito evolutivo.

Palabras clave: fago A, gen bor, familia Pasteurellaceae.
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INTRODUCCION.

Escherichia coli.

La bacteria Escherichia coli generalmente es un comensal inocuo que forma
parte de la flora intestinal de aves y mamiferos (Selander et al., 1987). Algunas cepas
de E.coli pueden causar varias enfermedades en humanos y animales, entre las que
destacan: diarrea, colitis hemorragica, disenteria, sindrome urémico hemolitico,
septicemia, infecciones de rifién y vejiga, neumonia, meningitis neonatal, pielonefritis
y bacteriemia en nifios y adultos con SIDA (Maslow at al., 1995). E. coli es infectada
por un vasto numero de bacteriéfagos, entre los que destacan el fago lambda () y

los fagos de la serie T, (T1 a T7) (Fig. 1).

859 - . R !
Fig. 1 Micrografia electrénica de E.coli.
Tomado de Internet'’

BACTERIOFAGOS.
Los bacteriéfagos, o fagos, son virus parasitos intracelulares obligados que
infectan a bacterias. Su parasitismo es a nivel genético ya que para multiplicarse
intracelularmente requieren de la maquinaria biosintética bacteriana para llevar a

cabo sus procesos de replicacion, transcripcidn y traduccién.



Fueron descubiertos independientemente por Twort en 1915 y por F. D’Herelle en
1917, siendo éste ultimo quien les design6 con el nombre de bacteriéfagos que
significa: “devorador de bacterias”. Ademas diseno el método de titulacion que es
utilizado actualmente. Este permite contar el nimero de unidades formadoras de
placa (UFP) presentes en una suspension, es decir, el numero de fagos capaces de
infectar productivamente a bacterias sensibles causando la aparicién de una placa de
lisis sobre un cultivo bacteriano inmovilizado en agar. Generalmente el numero de
UFP es menor que el numero de particulas fagicas en suspensién, debido a que una
fraccion de éstas Ultimas es incapaz de infectar productivamente como resultado de

algun defecto estructural como la ruptura de la cdpside o de la cola viral.

Desde el inicio de la Biologia Molecular, los bacteriéfagos han jugado un papel
preponderante en el desarrollo de esta disciplina. Por ejemplo, en 1952 Hersey y
Chase gracias a sus experimentos con el fago T2 demostraron que el DNA es el
material genético. Alos mas tarde se utilizarian como modelos de estudio para
distintos problemas de biologia molecular. Los fagos con material genético de tipo
RNA de cadena sencilla se usaron como RNAm para el estudio de la traduccién in
vitro en sistemas libres de células. Mientras que los virus bacterianos con DNA de
cadena sencilla fueron un modelo excelente para estudiar la replicacion de esta
macromolécula. El estudio de los bacteriéfagos con DNA de doble cadena permitio
ampliar los conocimientos acerca de los mecanismos de control de la expresion
genética como: represién, antiterminacién de la transcripcidén, expresion genética

secuencial, etc.



EL CICLO DE MULTIPLICACION VIRAL

Conforme a sus ciclos de vida, los bacteriéfagos se clasifican en liticos y
temperados. El ciclo de vida ciclo litico, esta formado por las siguientes etapas:
adsorcion, inyeccion, expresion genética secuencial, morfogénesis (o maduracién) y
lisis. Los bacteri6fagos temperados pueden seguir el ciclo litico o el ciclo lisogénico.
Este ultimo da lugar a un estado de latencia o inactividad del virus al cual se le

denomina lisogenia.

El fago T4 es un claro ejemplo para el ciclo litico, ya que éste se adsorbe
mediante su cola a su receptor especifico. Cada fago se adsorbe a una molécula
especifica de la superficie celular puede ser un lipopolisacarido o un componente
proteico de las bacterias gram negativas; un acido teicoico en las bacterias gram
positivas, incluso una proteina del flagelo o del pili. En el caso de T4 su receptor es la
region central de la molécula de lipopolisacarido de la membrana externa de su
hospedador: E. coli. Posterior a la adsorcion sigue la inyeccién del DNA, en la cual la
vaina de la cola se contrae forzando al DNA a entrar a la célula, probablemente a
través de las uniones Bayer. El componente proteico del bacteriéfago, que carece de
papel en la replicacion, permanece unido a la superficie de la célula. Por lo tanto, el

desnudamiento del T4 ocurre fuera de la célula hospedera.

Durante el periodo de latencia que sigue a la inyeccion, el DNA del fago dirige a la
célula hospedera para que sintetice los componentes viricos: DNA y componentes
proteicos. Al final del periodo de latencia, los componentes viricos se ensamblan y
dan origen a los nuevos viriones (maduracion o morfogénesis). Una lisozima

codificada por el bacteriofago actia sobre la pared celular del hospedero



produciendo su lisis y permitiendo que alrededor de cien bacteriéfagos puedan salir

al exterior por cada célula infectada.

En el ciclo lisogénico, la infeccion es analoga a como sucede en la via litica en lo
que se refiere a la adsorcién e inyeccion. Sin embargo la expresion de los genes
estructurales y de lisis es reprimida merced a la accién de una proteina represora
codificada por el genoma viral, la cual se une a sitios especifico (operadores) del
cromosoma fagico impidiendo el acceso de la RNA polimerasa a los promotores. El
genoma viral reprimido se llama profago, la bacteria que lo porta se denomina
lisogena vy el proceso que conduce a la formacién de ésta se designa como
lisogenizacion. Algunos profagos se integran al cromosoma bacteriano en un sitio
especifico, por ejemplo A, cuyo sitio de integracién attB esta flanqueado por lo
operones gal y bio. El profago A se replica pasivamente como parte del cromosoma
bacteriano heredandose a las células hijas. Otros profagos, como P1 de E. coli,

permanecen como plasmidos replicandose de manera auténoma.

Una lisogena puede ser destruida y dar origen a progenie fagica cuando ocurre el
proceso de induccion, en el cual el profago es conducido al crecimiento litico por
agentes fisicos (e.g. irradiacion con luz U.V.) o quimicos (e. g. mitomicina C) que
danan al DNA o interfieren con su replicacion. La induccién del profago forma parte
de una compleja serie de respuestas, conocida como sistema SOS, que presentan
las bacterias ante situaciones que comprometen su sobrevivencia y en la cual una
actividad proteolitica inducible (RecA) degrada al represor del genoma viral (Little y

Mount, 1982).



En un cultivo de liségenas la desrepresion ocurre espontdneamente a baja
frecuencia (10°), ocasionando que haya fagos libres. Es posible también que ocurra
desrepresién transitoria; es decir, que falle la represiéon por un breve lapso y se
restablezca enseguida, dando lugar a bacterias “curadas” que han perdido el
profago, ya que, si éste se encontraba integrado al cromosoma, se escinde pero es
incapaz de iniciar la via litica al restablecerse la represion, de modo que ya no se
replica como parte del cromosoma bacteriano ni en forma auténoma y se pierde por

dilucion a medida que el cultivo crece.

En una bacteria liségena para . el profago se mantiene como tal debido a que
codifica al represor, del cual siempre hay un exceso (6%) en el citoplasma
bacteriano. Por esta razén, la lisdgena es inmune a la superinfeccién por fagos
homologos al profago: si un fago homologo al profago (de la misma inmunidad, con
los mismos operadores) inyecta su acido nucléico, éste es reprimido por el represor
citoplasmico y no puede seguir ni la via litica ni la lisogénica. Asi pues, la lisogenia se
caracteriza por 4 propiedades: Heredabilidad, Inducibilidad, Inmunidad y Curabilidad
(Fig. 2).

Los bacteriofagos pueden ser benéficos para la bacteria que infectan mediante
los procesos de transduccion (especializada o generalizada) y de conversion
lisogénica, cuyo resultado es la adquisicion de nuevas caracteristicas fenotipicas por
la bacteria, que podrian serle benéficas o indispensables en determinados nichos

ecolégicos.

~71
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Lisis y liberacién de las
particulas virales

Sintesis de enzimas virales y
replicacion del material genético viral

Sintesis de las cubiertas proteicas y
encapsidacién del material genético

Fig. 2 Ciclo de multiplicacién del fago litico T4.
Tomado de Internet*

CONVERSION LISOGENICA.

La conversion lisogénica se define como la adquisicion bacteriana de nuevas
caracteristicas fenotipicas mediada por un profago (Barksdale y Arden, 1974).
Existen numerosos ejemplos de toxinas bacterianas codificadas por bacteriéfagos
(Bishai y Murphy, 1988); entre éstas se encuentran: la toxina diftérica producida por
Corynebacterium diphteriae (Freeman, 1951; Holmes y Barksdale, 1969), las toxinas
eritrogénicas de Streptococcus pyogenes (Nida y Ferretti, 1982); la estafilocinasa y
la enterotoxina A de Staphylococcus aureus (Coleman, et al., 1989), la toxina Shiga-

like y la enterohemolisina Ehly2 producidas por E. coli (Newland et al., 1985; Beutin



et al., 1993), la neurotoxina producida por Clostridium botulinum (Barksdale y Arden,
1974) y la citotoxina codificada por el ¢CTX de Pseudomonas aeruginosa (Hayashi et

al.,, 1993). Ademas de los genes que codifican para toxinas, se han descrito otros
genes de virulencia en bacteriéfagos, entre los que se encuentran el gen oac, que
codifica para una acetilasa del antigeno O de Shigella flexneri (Clark et al., 1991),
genes para produccion de capsula en S. pneumoniae (Russel, 1991) y el gen bor del
bacteriofago A, que le confiere a E. coli resistencia al efecto bactericida del suero

(Barondess y Beckwith, 1990).

La fuerza directriz mayoritaria de la emergencia y evolucién de las islas de
patogenicidad es dicha transferencia horizontal y la adquisicion de factores de
virulencia. Algunos de los elementos genéticos moéviles ademéas de las islas de
patogenicidad es la insercion de secuencias como los plasmidos con genes fagicos,
siendo estos ultimos los mas importantes. Se ha sugerido que la persistencia de
estos genes en los genomas virales les confiere ventaja evolutiva a los bacteriofagos,
siendo favorecidos por el incremento de la replicacion de las bacterias que posean

estos determinantes de virulencia (Cheetham y Katz, 1995).

La interaccién entre bacteria y bacteriéfago no es simplemente una interaccion
entre parasito-hospedero, si no un fascinante caso de co-evolucion entre las células
procariontas y los virus. Un claro ejemplo de ello son los profagos que acrecientan
el éxito ecolégico de muchas bacterias, independientemente de su estilo de vida

(Boyd y Brasow, 2002).

-~
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BACTERIOFAGO .

El fago A que infecta a E. coli estd compuesto por aproximadamente 50% de proteinas y
50% de DNA de cadena doble (Fig. 3). El tamafio de su genoma es de 48, 502pb que
corresponde a una masa de 32x10° Da. La molécula de DNA est4 contenida en una capside

icosahédrica de 0.055pn de didmetro que se encuentra unida a una cola tubular de 0.15p de

longitud (Fig. 4).

55 nm
-5
55 nm 9.10 head
um3
A
150 nm tail
Y
25 nm | fiber
L |
il —
12 nm

Fig. 3 Izquierda micrografia electrénica del fago ). donde se muestra la estructura de

las particulas virales. Derecha esquema del bacteriéfago . Tomado de Internet’

Su DNA posee extremos cohesivos de cadena sencilla (12 b) en ambos extremos
5’ que le permiten circularizarse después de la inyeccion a la célula (Hershey et al.
1963; Young y Sinsheimer, 1964). El genoma de X expresa aproximadamente 50

proteinas (Szybalski y Szybalski, 1979).

10



Los genes de X estan agrupados como unidades funcionales cuya localizacién en

el genoma refleja su orden de expresiéon temporal (Fig. 4).

RECOM]ISINACIGN REGULACION REPHCAICION LISIS CAPSIDE Y TALLO
] ]

— attP int xis... Red gam... clli N ¢l crocll OPQSRA.. ..Jd —

Fig. 4 Disposicion de los genes en ) de acuerdo a su expresion temporal.

CICLO DE REPLICACION DEL FAGO A.
El fago temperado A puede seguir cualquiera de las dos vias mutuamente

excluyentes: litica o lisogénica (Echols, H., 1972) (Fig. 5).

-@@ CICLO LISOGENICO

Fig. 5 Ciclo de replicacion del fago temperado A.
Tomado de Internet'

11



Para el ciclo litico se requiere la expresion de los genes Oy P (para el inicio de
la replicacion del DNA viral) y de los genes A-J (alrededor de 20 genes para cabeza y
cola) y de los genes de lisis Sy R (lisis de la membrana y de la pared celular,
respectivamente). Para el ciclo de vida lisogénico se necesita la expresién de los
genes int (cuyo producto promueve la integracién del cromosoma viral al bacteriano)
y cl (el cual codifica al represor, que reprime la expresion de los genes estructurales
y de lisis). La infeccion comienza por la adsorcién de la particula viral, via la proteina
J de la fibra de la cola a su receptor especifico: la proteina LamB, cuya funcién es

transportar maltosa.

Después de la inyeccion, el DNA de A se circulariza, por apareamiento de los
extremos cohesivos, y es transcrito por la RNA polimerasa bacteriana a partir de dos
promotores: Pr y PL. La transcripcidon a partir de P. se extiende hasta el terminador
t.1 originando un transcrito de unos 1000 nucleétidos (Roberts, 1969), cuya
traduccién produce la proteina N (12.2 kDa) (Franklin y Bennet, 1979). El transcrito
iniciado en Pr termina en try y su traduccién da origen a la proteina Cro (Roberts,

1969).

En presencia de la proteina N la RNA polimerasa es capaz de trascender las
sefnales de terminacién (i1, tr1 ¥ tr2 ) Yy la transcripcion iniciada en P. se extiende
hasta la region clll-b, en tanto que la transcripcién de Pr se extiende hasta la region
cll-O-P-Q (Gottesman et al., 1980). La antiterminacion mediada por la proteina N

requiere la presencia de sitios nut en el genoma viral (N utilization: nutl, situado entre

12
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PLy N; y nutR, localizado entre cro y tr1) (Salstrom y Szybalski, 1978; Rosenberg. et
al, 1978), y varias proteinas bacterianas, denominadas nus (N utilization substances)

(Friedman y Baron, 1974); (Friedman et al., 1981)(Fig. 6).

ﬁ Antiterminador H

P O P P 0 nutfé by B

F 3
3 — 5LV RM R R

tu L M ol ol

clif

-
" Cro
Fig. 6 Genes de A que regulan la expresion del ciclo de replicacion viral.
Tomado de internet’

Hasta este punto, las células infectadas contienen proteinas necesarias tanto
para el crecimiento lisogénico (cll y clll, que se requieren para la transcripcién de cl e
int) como para el crecimiento litico (O y P, que participan en la replicacion del DNA
viral), y Q que estimula la transcripcion de los genes tardios (estructurales y de lisis).
La decisién lisis-lisogenia depende de una compleja interaccién (influenciada por las
condiciones del medio) entre proteinas virales y bacterianas (Herskowitz y Hagen,
1980).

Para que A lisogenice a E. coli se necesita que cl reprima la expresién de los
genes estructurales y de lisis, ademas de que el DNA viral se integre al cromosoma
bacteriano. Esta integracion ocurre por recombinacion sitio-especifica, mediada por
la proteina viral Int y el factor de integracién del huésped (/HF) codificado por los

genes bacterianos: himA 'y himD (Miller y Nash, 1981).
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La caracteristica peculiar de la estructura genémica de los fagos lambdoides es
comparable genéticamente con los virus de tallo, evidentemente por la
recombinacién no homologa entre secuencias ancestrales. Otro ejemplo son los
fagos de bacterias presentes en la leche. Ambos con grupos de hospederos
definidos. Un importante avance en la comprensién del intercambio horizontal es el
reconocimiento de eventos recombinacién no homoéloga que van en aumento y son
esencialmente al azar, ambos en una posicion relativa a las regiones codificantes

((Hendrix, 2003).

El aumento en los genomas no solo es por la recombinacién no homdloga,
existen muchos mas caminos especificos, por ejemplo, la adquisicion de morones
(unidades de mas DNA). Usualmente codifican regiones flanqueadas por un promotor
y un terminador. Los morones algunas veces tienen un contenido diferente de G+C
en su secuencia. En otros casos los genes moron son genes de conversion
lisogénica expresados a partir del profago reprimido, confiriéndole a la liségena una

ventaja selectiva. La toxina shiga aparentemente es codificada por genes moron.

En la poblacion de estos fagos se asume que existe un traspaso de genes el cual
es de tipo local; es decir, s6lo entre algunos tipos de fagos, por ejemplo, los
lambdoides. Este cambio de genes ocurre de manera frecuente con otros miembros

de éste grupo de fagos lambdoides, pero nunca con fagos de otros grupos.

Los fagos liticos presentan una trayectoria evolutiva distinta, por que en un
principio nunca llegan a ser profagos o si lo son es con un bajo indice y por que en

muchos casos ellos hidrolizan el DNA de su hospedero. Debido a estas
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caracteristicas el intercambio horizontal via recombinacion entre fago litico y profago
puede ser significativamente menor que en fagos temperados. Este es una evidencia
que demuestra que los fagos virulentos forman grupos biolégicos coherentes con un

limitado grupo para el cambio de secuencias. (Hendrix, 2003).

GENES ACCESORIOS DE ).

Los genes de A que no se requieren para la lisis ni para la lisogenia se denominan
genes accesorios. Estos genes se encuentran distribuidos en diferentes partes del
genoma, donde el segmento mayor de DNA dispensable corresponde a 33% del
genoma, localizado entre el gen Jy el gen N. Este segmento incluye a los genes de
la regidn b: a la izquierda de atty los genes del operon P a la derecha de att. El gen
rex, situado inmediatamente a la izquierda de ¢l no se requiere tampoco para la
formacion de placas liticas. Otra region dispensables del genoma de A se encuentran

a la derecha de los genes Oy P.

Un segmento de 2.8 kb puede ser deletado (delecion nin5) sin tener efecto
alguno sobre el desarrollo del fago. Por lo que corresponde a las ultimas 2 kb del
extremo derecho del genoma de A, exactamente a la derecha del gen R, donde no se
habian localizado genes (Hernandez et al., 1985). En 1990 se describié al gen bor

que se encuentra a la derecha de este gen R (Barondess y Beckwith, 1990) (Fig. 7).

Tail genes _aft int xis alfabeta gama clll N cl cro cll OPQSR bor

COo§ CO5

Fig. 7 Ubicacion del gen bor en el cromosoma de A; el cual se encuentra a un
costado del gen R.
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EL GEN bor DEL FAGO i.

En 1966 se reporté que el profago ). disminuia la sensibilidad de su liségena al
efecto bactericida del suero de cobayo (Muschel, L.H. & K. Schmoker, 1966). Este
hallazgo fue confirmado con suero humano normal (SHN) y se mostré que la via
alterna del complemento era responsable de la muerte bacteriana (Vaca, S. et al,,
1993). EIl gen responsable de este fenotipo de la lisdgena fue identificado por
mutagénesis insercional con TnphoA; se localizaba en el extremo derecho del DNA
de A, distal al gen Rz y orientado hacia la izquierda, en una regiéon que hasta ese
momento se creia no codificaba para ninguna funcion (Barondess, J.J. & J. Beckwith,
1990). El gen fue denominado bor (por blue open reading frame, porque las
lisdgenas son azules en un medio con XP). El gen bor se expresa en la lisogena y
codifica para una lipoproteina localizada en la membrana externa de E. coli. La
secuencia de bor es altamente homodloga con la del locus iss del plasmido
conjugativo ColV, I-K94 (Barondess, J.J. & J. Beckwith, 1995). Asimismo se demostrd
la presencia del plasmido ColV, I-K94 en aislamientos de E. coli a partir de aves
(Nolan, et al., 2003); Dicho gen aumenta la resistencia al suero de E. coli y por lo

tanto su virulencia, medido como DL5(, en un modelo de infeccién de pollitos (Binns,

M.M., et al., 1979).

Mediante PCR se ha detectado la presencia de putativas secuencias bor-like en
colifagos temperados de tipo silvestre: mEp 123, mEp 038, mEp 460, 933W y Stx1
(Garcia G.O. datos no publicados). El andlisis in silico demostré que bor933W-like y
borStx1-like presentaban un alto grado de similitud y de conservacién, por lo que

posiblemente sean las mas cercanas al bor de L. Con base a ello es posible que
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estos bor-like codifiquen para una proteina similar para la que codifica bor,
confiriéndoles a sus respectivas lisogenas el fenotipo de resistencia al suero

incrementando, de esta manera su virulencia.

En cuanto a la regulacién de la expresion de bor del fago A se sabe que se
transcribe de derecha a izquierda. En el 2004 se logro determinar una region
intergénica de 289 nucledtidos contando a partir del nucle6tido inmediato siguiente al
de término del gen putativo, hasta al inmediato anterior al cod6n de inicio de bor. En
dicha region intergénica se identificaron regiones consenso similares a las reportadas
para las secuencias Shine-Dalgarno, TATA y region —-35; Conjuntamente una
secuencia de RNA leader de 82 pb. Por estas caracteristicas la region intergénica
pudiera ser la secuencia de un promotor ¢’° a partir del cual se transcribe bor.
Mientras que para la region intergénica ubicada justo al término de bor, fue
localizada una secuencia similar a la de un terminador de trascripcion, que pudiera
ser para dicho gen. Por lo que probablemente bor se transcriba en la misma

direccidén que el gen putativo para la proteina de la capside de A (Guadarrama, 2004).

RESISTENCIA AL SUERO

La actividad bactericida que tiene el suero es un importante mecanismo de
defensa contra las infecciones bacterianas. El suero de humano (SHN) o de
animales contiene al complemento y lisozimas, cuyo efecto combinado tiene una
accion litica sobre la superficie bacteriana y es letal para muchas cepas bacterianas

gam-negativas previniendo la invasion de la sangre (Taylor, 1983).
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El sistema del complemento.

El complemento es un sistema de proteinas conectadas a nivel funcional que
interactuan entre si de forma muy controlada para proporcionar muchas de las
funciones efectoras de la inmunidad humoral y de la inflamacion. Sus principales
funciones bioldgicas son: 1) Ciertos componentes del complemento activado median
la citolisis polimerizandose sobre las superficies celulares y formando poros o roturas
en la integridad de la doble capa de fosfolipidos de la membrana de estas células. 2)
La opsonizacion de microorganismos extranos o particulas que se produce por la
unién de las proteinas del complemento a sus superficies. Estas proteinas del
complemento se denominan opsoninas. Los leucocitos fagociticos expresan
receptores especificos para estas opsoninas; de esta forma las opsoninas facilitan la
fagocitosis de particulas o microorganismos. 3) La activacion de la inflamacion, la
cual se produce en respuesta a la generacion de ciertos fragmentos proteoliticos de
proteinas del complemento. Estos péptidos derivados del complemento actuan sobre
varias células. Activan a los mastocitos produciendo reacciones que producen las de
hipersensibilidad inmediata. Ademas otros fragmentos de las proteinas del
complemento pueden aumentar las respuestas del linfocito B frente al antigeno. 4)
Los complejos inmunitarios, que pueden danar a los tejidos, se vuelven inocuos al
unirse a las proteinas del complemento, lo que da lugar a la solubilidad de los

mismos (Abbas, A. et al., 1995).

El sistema del complemento tiene varias propiedades importantes que lo
capacitan para actuar de forma eficaz contra invasores extrafios sin lesionar los
tejidos normales: a) Los componentes solubles del complemento comprenden

multiples enzimas proteoliticas, que se activan de forma secuencial cuando ellas
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mismas sufren proteodlisis por la accion de otra enzima previamente activada. Las
proteinas que adquieren actividad proteolitica por la acciéon de otras proteasas se
llaman zimégenos (una cascada enzimatica es también caracteristica de los sistemas
de coagulacion y de las cinasas). b) La activacion del sistema del complemento se
produce normalmente en ciertos puntos localizados: las moléculas de
inmunoglobulina (lg) que tienen unidas a sus antigenos especificos pueden activar al
complemento y por esa razén éste actua como un mecanismo efector importante de
la inmunidad humoral especifica. La secuencia de activacion del complemento
iniciada por los complejos antigeno-anticuerpo se le llama via clasica. Algunos
componentes del complejo se activan directamente al unirse a las superficies de

microorganismos infecciosos, participando el complemento en la inmunidad natural.

La cascada del complemento.

El componente central del sistema del complemento es una proteina llamada C3
que es critica para las funciones efectoras de este sistema. La via clasica y
alternativa difieren en sus compuestos proteicos, por lo tanto su activacion es distinta
para generar las enzimas llamadas convertasas que escinden el C3 para producir
C3a y C3b (productos proteoliticos de cada proteina del complemento) En los
primeros pasos de la via clasica los anticuerpos unidos a sus antigenos especificos
se unen y activan de manera secuencial la protedlisis de tres proteinas del
complemento llamadas C1, C4 y C2. Lo que conduce a la formacién del complejo
C4b2a (con actividad enzimatica) que actia como una convertasa del C3 de la via
clasica. En la via alternativa el C3b generado de forma espontéanea a niveles bajos o
por la via clasica se une a un fragmento proteico llamado Bb que aparece por la

escision proteolitica de una proteina llamada B. El complejo C3bBb es la convertasa
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del C3 de la via alternativa que actiua como la convertasa C3 de la via clasica para
romper C3 y generar mas C3b. El siguiente paso de ambas vias es la unién del C3b
a las enzimas convertasas del C3 y cambiandolas a convertasas del C5, que
catalizan la escision proteolitica de la proteina C. aunque las convertasas del C5 de
las dos vias don moléculas diferentes catalizan reacciones idénticas y actian sobre

idénticos sustratos.

Estos acontecimientos finales no implican la proteolisis, sino la unién secuencial
de varias proteinas solubles del complemento llamadas: C6, C7, C8 y C9 a la
superficie activadora. Esto conduce a la formaciéon de una estructura de poros
liposolubles llamada complejo de ataque de membrana (CAM) que produce la lisis

osmotica de las células  (Fig. 8).
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Fig. 8. Esquema de la cascada del complemento que es activada cuando se
reconoce un anticuerpo unido a un anfigeno. Tomado de Internet’
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Familias de genes del complemento

Las proteinas del sistema del complemento pueden clasificarse como miembros
de varias familias de genes en funcion de su homologia a nivel secuencia. Esta
homologia entre los genes que codifican varias proteinas del complemento sugiere
que los miembros de cada familia de genes podian haber surgido de la duplicacion
de un gen ancestral, seguido de la diversificacion estructural, que imparten las

funciones especializadas de las proteinas individuales (Abbas, A. et al., 1995).

La actividad bactericida del suero puede ser inhibida por los LPS (Sansano. M, et. al.,
1985) como en Francisella tularensis (Sorokin, et. al., 1996); H. ducreyi en suero
humano (Odumeru, et. al., 1985); Por la capsula, como es el caso del gen tralT que
codifica para una proteina de membrana externa que muestra cierta resistencia al
suero en E.coli, Salmonella, Shigella y Klebsiella (Montenegro, M.A, et. al., 1985);
Ademas de la capsula podria ser el antigeno O en K. pneumoniae (Tomas, J.M,
et.al., 1986). Todas estas caracteristicas pueden ser determinantes para la virulencia
de las diferentes cepas bacterianas, pero en la mayoria de los casos la resistencia al
suero esta determinada por informacion cromosomal, sin embargo se han reportado
plasmidos que portan genes que incrementan dicha resistencia (Cisneros & Gomez,
1987). Jonson, T.J, y cols en el 2002 localizaron al gen iss en un plasmido
conjugativo R en aislamientos de E.coli en aves, observandose un incremento en la
resistencia al complemento cuando por conjugacion se transfiri®é a una cepa no

virulenta.
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LA FAMILIA Pasteurellaceae.

Los miembros que pertenecen a la familia Pasteurellaceae son pequenos bacilos
gram-negativos o cocobacilos que pueden colonizar las superficies mucoides del
tracto respiratorio y genital. Se consideraban solamente tres géneros: Haemophilus,
Actinobacillus y Pasteurella; pero recientemente se agreg6 el género Mannheimia a
la lista de la familia Pasteurellaceae, que anteriormente era P. haemolytica. Los
estudios genéticos y taxondmicos indican un alto grado de diversidad de este grupo
de microorganismos. En esta familia estdn incluidos algunos patégenos de
importancia humana como: H. influenzae, H. ducreyi y A. actinomycetemcomitans,

asi como de animales (Tabla 1).

Género Especies Tipo de hospedero
equuli Equinos
Actinobacillus | pleuropneumoniae Cerdos
suis Cerdos
paragallinarum Aves
Haemophilus parasuis Cerdos
somnus Bovinos y ovinos
Mannheimia haemolytica Bovinos y ovinos
Aves, bovinos, ovinos,
Pasteurella multocida cerdos y conejos
Gallibacterium anatis* Aves

Tabla 1. Ejemplos de patégenos de animales que se encuentran
clasificados en la familia Pasteurellaceae.
* (Christensen et al., 2003).

22



Muchos miembros de esta familia estan cubiertos por varias capas de
polisacaridos capsulares (CPS). Esta capsula juega un importante papel en la
virulencia por mostrar propiedades antifagociticas, que protegen a la bacteria de las
defensas del hospedero, o porque participa en la adhesién bacteriana a las células
del hospedero. Otro mecanismo adicional que utiliza el organismo para adherirse a
las células mucoides del hospedero es la fimbria (estructura filamentosa). Otros
factores de virulencia que las bacterias de la familia Pasteurellaceae secretan al
medio son las toxinas y proteasas que degradan inmunoglobulinas (Jacques and

Leonie, 2002).

Haemophilus paragallinarum. Es un cocobacilo gam-negativo que tiene
tendencia a formar filamentos, todas las cepas virulentas presentan capsula. Este
organismo puede ser dependiente o independiente de Nicotinamin Adenin
Dinucleotido (NAD o factor V). La independencia de NAD se demostrd inicialmente
en algunas cepas aisladas de pollos en Sudafrica y en el 2003 en México. Tiene la
habilidad de reducir nitrato a nitrito y fermentar la glucosa con desprendimiento de

gas.

La denominada coriza infecciosa (Cl) es una enfermedad respiratoria aguda en
pollos, mejor conocida en algunas ocasiones como catarro infeccioso o contagioso,
que es provocada por H. paragallinarum, el cual infecta primordialmente los
conductos nasales. La Cl causa perdidas econdmicas ya que reduce el crecimiento
de las aves de corral y la produccién de huevos (Blackall, P. et al, 1997). Los

sintomas clinicos mas comunes son la secrecién e inflamacién nasales, lagrimeo,
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anorexia, diarrea, disminucion del apetito y bajo consumo de agua
(Blackall, P, 1999). Esta enfermedad no tiene importancia en salud publica. La
enfermedad esta limitada a este hospedero y se inactiva rapidamente si se encuentra

fuera de él. Su distribucion es mundial (Blackall, P. et al., 1997).

La Cl es caracterizada por su baja mortalidad ya que produce un agudo catarro y
la inflamacion de las membranas mucoides de los conductos nasales. Esto provoca
conjuntivitis y edemas subcutaneos en la cara y en las carnosidades. Para
contrarrestar la enfermedad se emplean antibiéticos, pero muchas cepas de
H. paragallinarum son resistentes a varios antibioticos probablemente, por la

presencia de plasmidos que son transmitidos por conjugacion.

Produce antigenos HA, los cuales juegan un papel importante en la colonizacion
de H. paragallinarum. La capsula también esta asociada con la colonizacién y se
sugiere que es un factor determinante en las lesiones asociadas a la Cl. Esta capsula
protege al organismo de la actividad bactericida del suero de pollo normal, puesto
que contiene antigenos protectores. El polisacaridos extraido de H. paragallinarum
es toxico para pollos y puede ser responsable de los signos toxicos que siguen

después de la administracion de la bacteria en organismos saludables.

Todas las edades son susceptibles del contagio de H. paragallinarum pero la
enfermedad es menos severa en aves joévenes, por lo que en aves maduras la
enfermedad es mucho mas grave y prolongada. La duracién de la enfermedad varia

de acuerdo a la virulencia del organismo. El periodo de incubacién es corto, se
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manifiesta de 24 a 48 h después de la exposicion a H. paragallinarum

(Blackall, 1999).

Actinobacillus pleuropneumoniae. Es considerado un parasito obligado del
tracto respiratorio de porcinos. El organismo puede ser aislado de las cavidades
nasales, amigdalas, de la cavidad media del oido y de los pulmones de cerdos
infectados. No se conocen otros hospederos naturales y el organismo no sobrevive
mucho tiempo en el ambiente externo, ya que un limitante nutricional es el hierro y
puede afectar la habilidad de A. pleuropneumoniae para sobrevivir y causar la
enfermedad. Su transmision es mediante el contacto directo con cerdos infectados o
aerosoles. Existen dos tipos diferentes de A. pleuropneumoniae en base a sus
requerimientos de NAD. Las cepas del biotipo 1 requieren de NAD, mientras que las
cepas del biotipo 2 pueden sintetizar NAD en la presencia de un precursor especifico
de nucleétidos de piridina. Todos los serotipos son capaces de producir hemolisinas
y por lo tanto producen hemdlisis; asimismo todos son ureasa positivos. Existen
variaciones en el grado de la enfermedad y pueden ser atribuidas en gran parte por
la produccién de diferentes combinaciones de toxinas Apx. Otro factor es la cantidad
de polisacaridos de la superficie que puede contribuir en las diferencias en la

virulencia entre las cepas y los serotipos (fig. 9).

Fig. 9 Micrografia electrénica de A. pleuropneumoniae.
Tomado de Internet’
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La pleuroneumonia que provoca A. pleuropneumoniae puede suceder en cerdos
de todas las edades pero el incremento en la incidencia de la enfermedad esta
relacionado con el estrés. Durante la enfermedad los cerdos pueden exhibir algunos
de los siguientes sintomas: fiebre elevada, incremento del indice respiratorio,
anorexia, vomito, diarrea y una severa afliccion respiratoria. Las lesiones pulmonares
asociadas con una enfermedad aguda se caracterizan por la inflamacién, hemorragia
y necrosis. Existe degeneracion de las células epiteliales pulmonares, leucocitos,
eritrocitos y las plaquetas son encontrados dentro de capilares dilatados en el

pulmén. Por lo que A. pleuropneumoniae puede ser encontrada en fluido alveolar.

En la colonizacion, la habilidad del patégeno para adherirse a las células
hospederas o a las superficies, ademas de la multiplicacién dentro de su hospedero
son prerrequisitos para la produccion de la enfermedad. La adherencia es en los
cilios de la parte terminal del bronquio y las células epiteliales del alveolo, por ello se
puede aislar facilmente de las amigdalas y las cavidades nasales del cerdo. Esto
puede depender de la naturaleza de la infeccién encontrada en el animal (estornudos
0 secreciones mucoides). Las particulas producidas por estornudos son
suficientemente pequefias para poder penetrar dentro del tracto respiratorio inferior,

obviamente después de la colonizacién del tracto respiratorio superior.

La expresion de fimbrias en A. pleuropneumoniae esta regulada de igual forma
que en muchos otros patégenos. Esta expresion es importante en todos los sitios que
colonice, ya sea en pulmén, cavidades nasales o amigdalas. Los LPS intervienen en

la adherencia de A. pleuropneumoniae en el tracto respiratorio de porcinos. En 1999
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se identific6 que los glicoesfingolipidos presentes en las células del epitelio

respiratorio son los receptores de los LPS en A. pleuropneumoniae.

En ocasiones la bacteria no puede ser eliminada por la accién de las células
fagociticas puesto que produce una proteasa contra la inmunoglobulina (Ig) que
puede interferir con la opsonofagocitosis. Un ejemplo de este tipo de enzima porcina
con actividad proteolitica es contra IgA codificada por un putativo gen IgA proteasa-
like. Otro mecanismo de defensa contra el sistema inmunol6gico del hospedero es la
liberacion de las toxinas Apx que provocan la lisis de los macrofagos, después de
haber estado expuesta a ellos por mas de 90 min. A ésta habilidad de sobrevivir a los
macroéfagos se incluyen los LPS y la capsula. Confiriéndole a A. pleuropneumoniae
la resistencia al efecto bactericida del suero. Esta participacion de los LPS y la
capsula se observé en algunas cepas de A. pleuropneumoniae serotipo 5 con baja

expresion de CPS y LPS (Bossé, J.T et al., 2002).

Pasteurella multocida. Es un patdégeno oportunista con una distribucion mundial
que infecta a humanos y otros animales. Causa célera en aves, septicemia
hemorragica en bovinos y bufalos, ademas de rinitis porcina (Lo, R. & Shewen P.,
1992). Es uno de los patégenos mas importantes puesto que la enfermedad se
presenta en un extenso rango de animales. Como por ejemplo la septicemia
hemorragica en el ganado vacuno y bufalos. La septicemia hemorragica no es muy
comun. Ambas provocan serias pérdidas econémicas (Frost & Adler, 2000). Un
mecanismo de virulencia es la resistencia de cepas de P. multocida aisladas de aves

al efecto bactericida del suero. Esta resistencia estda mediada por el efecto protector
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de su cépsula; Diallo y cols en el 2000 comprobaron en papel que juega la capsula
en dicha resistencia, mediante el tratamiento de algunas cepas con hialuronidasa. El
efecto de la descapsulacion por la hialuronidasa se manifesté ya que dichas cepas
exhibieron sensibilidad contra el suero. Pero sin embargo el origen de la resistencia

puede ser multifactorial (Diallo, .S & Frost, A.J., 2000).

Mannheimia haemolytica. También conocida como P. haemolytica es el principal
organismo asociado con la pasteurellosis neumoénica bovina (Yates, W., 1982).
También puede ser aislada del tracto respiratorio de pollos normales. Forma parte de
la microbiota del tracto respiratorio de aves con excepcion del pavo (Mushin, R. et al.,
1980). M. haemolytica es considerada un significante co-patégeno 6 invasor
secundario en la mortalidad de las gallinas ponedoras y reproductoras, esto se
demostré en los reportes clinicos y aislamientos de laboratorio. En los enfermos la
trdquea se inflama; ademas se identifico el virus de laringotraqueitis infecciosa.
Trayendo como consecuencia la mortalidad y anormalidad de los huevos de las aves
ponedoras (Shaw, D.P et al., 1990). Se conocen dos biotipos de M. haemolytica: A 'y
T que se pueden distinguir por su accion sobre carbohidratos, por la presencia de
capsula y por sus antigenos de superficie. El biotipo A es mas comun en aves de
corral (Addo, P.B & Mohan, K., 1985). Actualmente se ha reclasificado a P.
haemolytica aislada de ave reubicAndose en un nuevo género: Gallibacterium 'y su
especie distintiva G. anatis. Este tipo de clasificacion se basa en el andlisis

geondmico (Christensen et al., 2003).
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La relevancia que ha adquirido a través de la evolucion la adquisicién bacteriana de
nuevas caracteristicas fenotipicas mediante el traspaso de genes de manera
horizontal mediada por fagos, puede ya no ser de tipo local, es decir, el traspaso de
genes mediada por fagos a bacterias que no sean precisamente de la familia de
E.coli ala cual infecta A. Por lo tanto, es de importancia médica, genética y evolutiva
la presencia del gen bor del fago A en liségenas de la familia Pasteurellaceae, que
pudiera conferirles la sobrevivencia al mecanismo de defensa como es el sistema

inmune de sus hospederos que a los que colonizan.
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OBJETIVOS.
OBJETIVO GENERAL.:

= Determinar la posible presencia de secuencias homologas al gen bor del
fago A en el cromosoma bacteriano de algunos miembros de la familia

Pasteurellaceae.

OBJETIVOS PARTICULARES:
= Obtener DNA cromosémico de algunos miembros de la familia
Pasteurellaceae.

= Determinar por PCR la presencia de putativas secuencias al gen bor
del fago A en el cromosoma de algunos miembros de la familia

Pasteurellaceae.

= Clonar los productos de PCR al plasmido pCR2.1-TOPO para su

secuenciacion.

= Andlisis in silico de las secuencias “bor-like”.
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MATERIALES Y METODOS.

Cepas de la Familia Pasteurellaceae.

Las cepas bacterianas que se utilizaron en el presente trabajo fueron: cepas
aisladas de campo H. paragallinarum as y as del serogrupo A que fueron
proporcionadas por el laboratorio BIOVETSA, Tehuacéan, Puebla. M. haemolytica fue
donada por el Dr. Francisco Morales, INIFAP, México. El resto de las cepas son
estandares: H. paragallinarum A 'y C; A. pleuropneumoniae serotipo 1, 3 y 5b, las
cuales fueron proporcionadas por el Dr. Erasmo Negrete Abascal del laboratorio de
Genética, Unidad de Morfologia y Funcién, FES Iztacala-UNAM. Estas Ultimas

forman parte del cepario del laboratorio de Genética.

Medios de cultivo.

Caldo Nutritivo (CN), Agar Nutritivo (AN), Caldo Luria (LB), Caldo de Infusion
Cerebro Corazon (BHI, por su siglas en inglés) y Caldo de soya tripticaseina (TSB,

por su siglas en inglés).

NAD (nicotinamin-adenin-di nucleétido) utilizado para el crecimiento de las cepas

de Haemophilus y Actinobacillus.

Cajas de AN con Ampicilina (amp)_X-gal_ IPTG: La ampicilina a una
concentracion de 100 pg/ml. X-gal disuelto en Dimetilformamida (DMFM) a una

concentracion de 40mg/ml. IPTG a una concentraciéon de 100mM.
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Reactivos y Soluciones.

Agarosa para acidos nucleicos libre de DNA’sas y de bajo punto de fusién
(Sigma).

Saturacion del Fenol: fue disuelto 300ml de fenol al 100% a 68°C y se le agreg6
200ml de agua destilada estéril. La saturacion fue con 2ml de B- mercaptoetanol
puro, 4ml de Tris-HCI 1M (pH 8.0), 292.5ml de NaOH 10 M y 0.5g de B-

hidroxiquinoleina. Se mezcl6 dejandose en refrigeracion toda la noche.

Fenol: Cloroformo: se mezclaron cantidades iguales de fenol y cloroformo,
equilibrandose la mezcla con varias extracciones de Tris-HCI 0.1mM (pH 7.6). La
solucién resultante se almacend con un volumen de Tris-HCI 10 mM (pH 7.6) a 4°C

en frascos ambar.

Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamilico (25:24:1): se tomaron 25ml de fenol, 24 de

cloroformo y 1ml de alcohol isoamilico para un volumen total de 50ml.

NaCl 5M: 8.68 de cloruro de sodio en 30ml de agua destilada (estéril).

Soluciones para la extraccion de DNA plasmidico:

Solucion I: glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM (pH 8.0), EDTA 10 mM (pH 8.0) (fria).

Solucién II: NaOH 0.2 My SDS 1%. (Preparada al momento)
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Solucién 1ll: 60ml de Acetato de Potasio 5M, 11.5ml de Acido acético y 28.5ml de
H-O. La glucosa se esterilizé a 15 Ib por 10min, mientras que el resto de las

soluciones se esterilizaron a 15 Ib durante 15min. Se prepararon lotes de 50ml.

Buffers.

Buffer TBE 5x: 54g de Tris-base 44 mM, 27.5g &cido borico 44 mM, 20ml EDTA

500 mM (pH8). Se afora a 1 litro.

Buffer de Lisis para extraccién de DNA cromosomico: Tris-base 40mM (pH 7.8),

Na Ac. 20 mM, EDTA 1mM, SDS 1% y RNA’sa 10ug/ml (Promega).

METODOS.

Extraccion de DNA cromosomico

Las cepas bacterianas se sembraron en BHI o TSB mas 3ul de NAD para el caso
de Haemophilus y Actinobacillus. Los dos tipos de Pasteurellas se sembraron en

BHI. Dejandose los cultivos en agitacién a 37°C durante toda la noche.

Los cultivos se centrifugaron a 14,000rpm por 5min. Después de la centrifugacion
se les retird el sobrenadante, resuspendiéndose las pastillas por pipeteo vigoroso en
200pl de regulador de lisis. Las mezclas se incubaron a 37°C por 15min. Transcurrido
el periodo de incubacién se les agregd 66 ul de NaCl 5M (para eliminar la mayoria de

los detritos celulares) centrifugdndose a 14,000 rpm a 4°C por 10min. El
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sobrenadante se transfiridé a un tubo nuevo estéril, al cual se le adiciond 1 volumen

de cloroformo-alcohol isoamilico (25: 24:1). Mezclandose por inversion.

Se centrifugd a 14,000 rpm por 5min a 4°C. El sobrenadante se transfirié a un
tubo nuevo estéril. La precipitacion fue con el doble volumen de etanol al 100%
(grado molecular). Se mezclé por inversion, centrifugdndose a las mismas
revoluciones por 15 min. a 4°C. Fue retirado el sobrenadante para resuspender la
pastilla en 500 pl de etanol al 70% (grado molecular), la centrifugacién fue a 14,000
rom durante 10 min. Este lavado se realizd por duplicado. La pastilla obtenida fue
secada a 65°C por 1 min en digit-block y resuspendida en 50 ul de H>O desionizada
estéril. Los DNA’s se corrieron en un gel de agarosa al 1% utilizando como buffer

TBE al 0.5x y con las condiciones: 120v, 94mA por 30min.

Amplificacién mediante PCR _de secuencias homoélogas al gen bor de ).

La amplificaciéon del gen bor del fago A y los genes putativos en el DNA
cromosomico de algunos miembros de la familia Pasteurellaceae fue mediante la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). La enzima que se utiliz6 fue
Tag DNA Polimerasa termoestable de alta fidelidad. Extraida de una cepa de E. coli

que lleva el gen de la Taqg DNA Polimerasa de Thermus aquaticus YTI.

La mezcla de reaccidn para 50ul contenia:
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Reactivo Volumen | Concentracion
(uh (para 50 pl)
Buffer 10x 5ul 1x
MgCl, 50mM 3ul 3mM
Dntp’s 10mM 1ul 2mM
bor upper 1l 25pMoles
bor lower 1l 25pMoles
DNA cromosémico 5ul 200ng
H,O desioniada estéril a7y | T
Taq DNA polimerasa 0.3ul 1.5 ud
Aceite mineral. op | T

Tabla 2. Reaccién de PCR para la amplificacion de secuencias homologas a bor dej

Las condiciones de amplificacién son las que se muestran en la figura 10. Los
oligonucledtidos o primers que se utilizaron fueron disefiados a partir de la secuencia
original del gen bor del fago A en direccion 5’ a 3’ (Fig. 11). La secuencia fue tomada
del GeneBank del NCBI (gi 288763). El gen a amplificar tiene una longitud promedio

de 297 a 300pb. Siendo éste el tamano aproximado del gen bor en el fago A.
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Reaccion en Cadena de 1a Polimerasa (PCE)

1 ciclo 94°C
S min
- 94°C
DHA de doble cadena 1 min
ES 3
5 =
25 ciclos 1 min | 552
o ﬁu}}pﬂr
bor lower
— i e > —
\lﬁnf/

T2°C

Fig. 10 Esquema de las condiciones del PCR para la amplificacion de genes bor-like.

Los iniciadores tienen la siguiente secuencia:

borupper ACC ATG AAA AAA ATG CTACTC GCTACTGC Tm=74.8°C

borower TT ATTG TGAGCAATAC ACACGCGCTT CCA Tm=79.4°C

La temperatura de alineacion es de 56.3°C con una diferencia de Tm entre
primers de 4.7°C. Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2%

con TBE al 0.5x con las condiciones de corrida: 120v, 94mA por 30min.
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1 5 AGGGGGGCCC CCC TITATTG TGAGCAATAC ACACGCGCTT CCAGCGGAGT ATAAATGCCT
3 T CCCCCCGGG GGGAAATAAC ACTCGT TATG TGTGCGCGAA GGTC GCCTCA TATTTACGGA

61 AAAGTAATAA AAC CGAGCAA TCCATTTACG AATGT T TGCT GGGTTTCTGT TTTAACAACA
: TTTCATTATT TT GGC TCGTT AGGTAAATGC TTACAAACGA CCCAAAGACA AAATT GTTGT

121 TTTTCTGCG CCGCCACAAA T T TTGGCTGC ATCGACAGTT TTCT TCT GCC CAATTCCAGA
: AAAAGACGC GGCGGTGTTT AAAACCGACG TAGCTGTCAA AAGAAGACGG GTTAAGGTCT

181 AACGAAGAAA TGATGGGTG ATGGTTTCCT TT GGTGCTAC TGCTGCCGGT T TGTT TTGAA
: TTGCTTCTTT ACTACCCAC TACCAAAGGA AACCACGATG ACGACGGCCA AACAAAACTT

241 CAGTAAACGT C TGTTGAGCA CATCCTGTAA TAAGCAGGGC CAGCGCAGTA GCGAGTAGCA
: GTCATTTGCA GACAACTCGT GTAGGACATT ATTC GTCCCG GTCGCGTCAT CGCTCATCGT

i 301 TTTTTTTCAT GATCAGATCT GATC 3
: AAAAAAAGTA CTAGTCTAGA CTAG 5°

Fig. 11 Secuencia completa del gen bor del fago A. En azul los ologonucledtidos o primers

que fueron sintetizados para amplificar por PCR las putativas secuencias.

Clonacion de los bor-like a pCR2.1-TOPO

Los amplificados de H. paragallinarum (A, as y as) y A. pleuropmeumoniae (1 y 3)
fueron clonados al vector pCR2.1-TOPO (Fig. 12). Utilizando el TOPO pCR2.1 TA
cloning Kit (Invitrogen). La mezcla de reaccién que se utilizé para dicho fin, es la que

se muestra en la siguiente tabla.

Reactivo Volumen (pl)
Producto de PCR 1ul
Solucion salina 2ul

Vector pCR2.1-TOPO 2ul
H.O 1l

Tabla 3 Mezcla de reaccion para la clonacion de los productos de

amplificacion por PCR al vector TOPO-pCR2.1
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1

La mezcla se incubd a temperatura ambiente por 15min, transcurrido el tiempo se
incubd en hielo para transformar a E. coli (Top 10 6 W3110). Los amplificados
resultantes fueron clonados por las colas de AAA’s que se generan durante la

reaccion.

Producto de PCR

Fig. 12 Mapa del vector de clonacion pCR2.1-TOPO exclusivamente

para clonacion de productos de PCR.

Transformacidn en células competentes E.coli W3110

Preparacion de células competentes en CaCl,

En 5 ml de medio LB se sembraron las cepas XL1BLUE y W3110 dejandose en
agitacién a 37°C de 12-16 h. Se tomaron dos volimenes de 100 ml de LB, y se
colocaron en matraces de 250ml por separado. En éstos se inocularon 2ml de cultivo

respectivamente.

Las cepas fueron cultivadas en agitacion a 37°C hasta que alcanzaron una

densidad 6ptica de 0.4 a 0.6 utilizando una longitud de onda de 600nm. Es necesario
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que se alcance este intervalo de densidad éptica, ya que éste indica la fase
exponencial del cultivo. Ya alcanzada la fase exponencial, los cultivos se enfriaron en
hielo durante 15 min. Transcurrido el tiempo de incubacién en hielo, se dividen los
cultivos en tubos corex o falcon. Los cuales fueron centrifugados a 7,000 rpm durante
10 min a 4°C. Se descartdé el sobrenadante rapidamente y las células fueron

resuspendidas en 15 ml de CaCl, 0.1M (estéril frid).

Las células se incubaron en hielo por un periodo de 2 a 4 h como maximo.
Posteriormente fueron centrifugadas nuevamente a 7,000 rom durante 10min a 4°C.
Se les extrajo el sobrenadante rapidamente para resuspender en 2ml de CaCl; 0.1M
estéril frio el paquete celular. Ademas a las células se les agreg6 340 pl de glicerol
estéril al 100% también frio. Por Ultimo, se hicieron alicuotas de 120 pl para ambos
tipos de cepas en tubos eppendorf y se congelaron en hielo seco. Dejandose en

refrigeracion a -70°C.

Método express para la preparacion de células competentes por el método de
CaCl;.

Se sembr6 la cepa en agar nutritivo o caldo nutritivo, incubandose 3ul de caldo
nutritivo en agitacién a 37°C durante 1 hora 30min. Se colocé el cultivo en dos tubos
eppendorf de 1.5ml con volumenes aproximadamente iguales. Se centrifugé a 12,000
rom durante 35 s, eliminando el sobrenadante. Posteriormente se resuspendi6 la
pastilla en 300 ul de CaCl, agitdndose con vortex durante 5 s. Los tubos fueron
centrifugados a 12,000 rpm durante 25 s desechandose el sobrenadante. La pastilla
resultante fue resuspendida en 33 yl de CaCl,. La mezcla de células en CaCl, fue

incubada en hielo para su posterior uso en la transformacion.
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Transformacioén en E.coli W3110

A 5 tubos de las células competentes se les agregd todo el producto de ligacién
respectivamente, dejandose 20 min en hielo. Dandoles un shock térmico de
exactamente 1 min 30 s a 42°C en digiblock. Posteriormente se incubaron en hielo
por 20 min. Se les agregd 250 ul de caldo nutritivo, dejandose en agitacién a 37°C
por 1h. Transcurrido el tiempo de incubacion, el producto se plaqued en cajas petri
con AN y Ampicilina_ X-gal_ IPTG como medio selectivo. Las cajas se dejaron en

incubacion a 37°C por 24 h.

Fueron seleccionadas las colonias B-galactosidasa negativas (colonias blancas);
mientras que las B-galactosidasa positivas (colonias azules) fueron descartadas. De
esta manera se seleccionaron las posibles colonias portadoras del inserto. Las
colonias blancas fueron sembradas en cajas petri con AN y amp (100 pg/ul).
Dejandose en incubacion a 37°C por 24 h. Para realizar el escrutinio de las colonias

transformantes fue necesario la extraccion de DNA plasmidico

Andlisis de Colonias B-galactosidasa negativas.

Extracciéon de DNA plasmidico.

Las clonas fueron sembradas en 3 ml de AN con amp Yy se mantuvieron en
agitacion por 24 h a 37°C. Los 3 ml de cultivos bacterianos se centrifugaron por 3 min
removiendo por aspersion el sobrenadante, dejandose las pastillas celulares
totalmente secas sin residuos de caldo nutritivo. Estas fueron resuspendidas en 100

ul de la Solucién |, mezclandose vigorosamente con vortex.
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Se les anadié 200 pul de la Solucién I, los cuales fueron mezclados por inversion
durante 5 s dejandose en hielo por 1min. Posteriormente se les agregd 300 ul de la
Solucion Il fria; se mezclaron por vortexeo vigoroso durante 10 s para lisar a las
bacterias rapidamente. Los tubos se dejaron en reposo por 5 min en hielo. Se
centrifugd a 12,000 rpm durante 5 min a 4°C en microcentrifuga. Al finalizar la
centrifugacion, los sobrenadantes se transfiieron a  tubos eppendorf nuevos

estériles.

A las mezclas se les afadié un volumen de fenol-cloroformo mezclandose con
vortex. Fueron centrifugadas a 12,000 rpm durante 2 min a 4°C, transfiriéndose los
sobrenadantes a tubos nuevos estériles. La precipitacion del DNA se realiz6 con dos
volumenes de etanol al 100% dejandose la muestra 2 min a temperatura ambiente.

La centrifugacion fue a 12,000 rpm durante 5 min a 4°C.

Los sobrenadantes fueron removidos, obteniéndose una pastilla en el fondo de
tubo eppendorf. Estas pastillas fueron resuspendidas en 1 ml de etanol al 70%,
centrifugandose a 12,000 rpm durante 5 min a 4°C. El sobrenadante se removié y el

DNA plasmidico fue resuspendi6 en 50 ul de agua desionizada estéril.

Método para degradar RNA.

A las muestras de DNA plasmidico se les anadié 3 ul de RNA’sa, incubandose por
20 min a 37°C. Concluido el tiempo de incubacién se les agreg6 un volumen de fenol-
cloroformo, se mezclaron por vortexeo vigoroso y se centrifugaron en
microcentrifuga por 5 min a 12,000 rpm. La fase superior 6 fase acuosa se pasé a

tubos eppendorf nuevos estériles.
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Se les agregd 1 volumen de cloroformo, mezclandose con vortex y
centrifugandose durante 2 min a 12,000 rpm. La fase superior 6 fase acuosa se pasoé
a otros tubos eppendorf nuevos estériles, procurando no tomar algo de la fase
inferior. Los DNA’s plasmidicos se corrieron en un gel de agarosa al 1% con buffer

TBE al 0.5x y las condiciones de corrida: 120v 94mA por 30min.

Analisis por restriccion.
Para comprobar la presencia del inserto en el vector se digirié con la enzima

EcoRI (Biolabs). La mezcla de reaccion fue como se muestra en la siguiente tabla.

Reactivo Volumen (pl)

DNA plasmidico 15
Enzima: EcoRl 0.3
Buffer H 1.7

Tabla 4. Mezcla de reaccion para un volumen total de 17 pl.

Las mezclas de reaccién se incubaron a 37°C por 2 h. Al término del periodo los
productos de la digestion se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% con TBE 0.5x y

las condiciones de corrida: 120v 94mA por 30min.

Sistema de Purificacion de DNA plasmidico Wizard® (Kit MiniPrep).

Las clonas que liberaron el inserto de aproximadamente 300 pb se sembraron en
5ml de CN con amp incubandose a 37°C en agitacion constante por 24 h. A éstas
clonas se les extrajo DNA plasmidico para su secuenciacién mediante la siguiente

técnica.
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Produccion de lisados claros.

Los cultivos bacterianos se centrifugaron durante 5 min a 14,000 rpm. Las
pastillas fueron totalmente resuspendidas en 250 ul de Solucién de Resuspension de
Células. A cada mezcla se le anadié 250 ul de Solucion de Lisis Celular; las mezclas
se agitaron por inversién durante 5 s. Posteriormente se les agregd 10 ul de Solucién
de Proteasa Alcalina, agitandose también por inversion durante 5 s, incubandose a
temperatura ambiente por 5 min. Se les anadié 350 ul de Solucién Neutralizadora,
mezclando por inversion durante 5 s. Fueron centrifugadas a 14,000 rpm durante 10
min a temperatura ambiente.

Concentracion del DNA plasmidico.

Las columnas con filtro se insertaron en las de coleccién. La fase clara que se
obtuvo en el paso anterior se coloc6 dentro la columna con filtro y el resto fue
desechado. Fueron centrifugados los tubos a 14,000 rpm durante 1 min a
temperatura ambiente, descartandose el sobrenadante y fue reinsertada la columna
con filtro dentro del tubo de coleccion.

Lavado de la columna.

A las columnas se les afnadié 750 pl de Solucion de Lavado, centrifugandose a
14,000 rpm durante 1min descartandose el sobrenadante y reinsertando la columna
de filtro dentro del tubo de coleccidn. Se repitié el lavado de la columna con el filtro
con 250 pul de la Soluciéon de Lavado. En este paso se centrifugd a 14,000 rpm
durante 2 min a temperatura ambiente.

Elucion.
Fueron transferidas las columnas con filtro a tubos eppendorf estériles de 1.5 ml

y se les anadi6 100 ul de agua Libre de Nucleasa a la columna de filtro

centrifugandose a 14,000 rom durante 1 min a temperatura ambiente. Obteniendo
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asi el DNA plasmidico en el tubo de microcentrifuga y se descart6é la columna. Los

DNA'’s plasmidicos se almacenaron a —20°C.

Purificacion de los bor-like.

Los amplificados de P. multocida (ave) y P. haemolytica (bovino y pollo) fueron
purificados para eliminar factores que pudieran afectar la secuenciacion como: la
enzima, algunas sales del buffer, restos de primers, entre otros.

Procesamiento de las reacciones.

A las reacciones se les afadié 1 volumen de la Solucion de Concentracion en la
Membrana.

Concentracion del DNA.

Se insertaron las mini columnas dentro de los tubos de coleccion. Transfiriéndose
los productos claros en las mini columnas ensambladas. Las mezclas se incubaron a
temperatura ambiente por 1 min. Centrifugandose a 12,000 rpm por 1min.
Descartandose posteriormente el contenido del tubo de coleccidn reinsertando la mini
columna.

Lavado.

A cada mezcla se le agregé 700 ul de la Solucién de Lavado de Membrana. La
centrifugacion fue a 12,000 rpm por 1min. Transcurrido el tiempo se descartd
nuevamente el contenido del tubo de coleccidn reinsertando la mini columna en éste.

El paso anterior se repitido pero con 400 pl de Solucién de Lavado de Membrana,

la centrifugacién fue a 12,000 rpm por 5 min.
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Elucion.

Las mini columnas fueron transferidas a tubos eppendorf nuevos estériles. A
estas mini columnas se les anadi6 50 pl de agua libre de nucleasa. Incubandose a
temperatura ambiente por 1min y fueron centrifugados a 12,000 rpm por 1min.
Fueron descartadas las mini columnas y las muestras obtenidas en los tubos de

microcentrifuga se almacenaron a 4°C.

Secuenciacion de los bor-like.

La secuenciacion de los bor-like en pCR2.1 TOPO de H. paragallinarum (A, as
as) Y A. pleuropmeumoniae (1 y 3) y los productos de PCR de P. multocida (cerdo) y
P. haemolytica (bovino y pollo) fue realizado en un secuenciador automatico modelo
3100, Genetic analyzer, del laboratorio de Andlisis y Quimica de ADN en la Unidad
de Biotecnologia y Prototipos de la FES lztacala UNAM; por el Biél. Alejandro

Monsalvo Reyes.

Para la secuenciacion de los productos clonados en el vector TOPO pCR2.1
dentro del MCS cerca de los sitios de restriccion para la enzima EcoR1 (fig. 12)
fueron necesarios los primers universales (forward y reverse); Mientras que en la
secuenciacion directa de los productos de PCR purificados se utilizé el primer
borlower, a una concentracion de 25 pm. Cabe mencionar que todos los productos
fueron secuenciados de 5’ a 3’ y de 3’ a 5’ con la finalidad de obtener una buena
integridad en las secuencias putativas de los bor-like. Para el andlisis de las
secuencias se utilizé el programas Chromas version 1.45 (primera version) bajado de

Internet, mediante el cual se obtuvieron los electroferogramas para su analisis.
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Analisis in silico de los bor-like.

Para el andlisis in silico se utilizo el programa Windows Clustal X° en su versién
para windows. Es un programa para el alineamiento multiple de secuencias el cual es
guiado por un arbol filogenético, visto por el programa Tree view, el cual es calculado

a partir de las distancias entre las secuencias a alinear.
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RESULTADOS.
Extraccion de DNA cromosomico de miembros de la familia Pasteurellaceae.

Las muestras de DNA cromosémico se corrieron en un gel de Agarosa al 1% con
las siguientes condiciones: TBE 0.5x, 120v 94mA por 30min para observar la
integridad del DNA y su concentraciéon (Fig. 13). Cabe mencionar que se corrieron
alicuotas de 5 ul para cada una de las muestras. Para saber la concentracién del
DNA fue necesario cargar las muestras junto a un marcador de peso molecular de
una concentracion conocida (A cortado con Hind Ill invitrogen), con la finalidad de
deducir la concentracién de las muestras extraidas mediante la comparacion de la

intensidad de las bandas.

Fig. 13 Electroforesis del DNA cromosémico extraido.

Izquierda: 1.- MWM DNA FIZ15; 2.- H. paragallinarum A; 3.- H. paragallinarum C;
4.- H. paragallinarum as; 5.- H. paragallinarum ag; 6.- A. pleuropneumoniae 1;
7.- A. pleuropneumoniae 3. Derecha: 1.- MWM DNA FIZ 15; 2.- P. multocida (cerdo);
3.- P. haemolytica (bovino); 4.- P. haemolytica (pollo).
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Estandarizacion del PCR en DNA de A.

Con el DNA de & se establecieron las condiciones adecuadas del PCR:
temperatura de alineamiento, la concentracion de los oligonucledtidos é primers 'y del
MgCl,, etc. Los primers son complementarios a los extremos 5" a 3’ del gen bor del
fago L. Se obtuvo un amplificado de aproximadamente 300 pares de bases (pb)
comparandolo con el peso molecular de 100 pb. Se corrié en un gel de agarosa al
2% (condiciones de corrida: TBE 0.5x, 120v, 94mA por 30min); El tamano del
amplificado coincide con el del gen bor de A ya reportado por Barondes, et.al, en

1995 (Fig. 14).

300pb

8 Emeaaide

-
-
g
-
-
L3
-
-

Fig. 14 Electroforesis del PCR de A donde se observa el amplificado de 300 pb.
Carril: 1.- MWM DNA ladder 100 pb; 2.- amplificacién por PCR del bor de A.
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Amplificacion mediante PCR de secuencias homologas al gen bor de ) en

miembros de la familia Pasteurellaceae.

Debido a que el gen bor les confiere a sus lisogenas resistencia al efecto
bactericida del SHN proporcionandoles una ventaja selectiva, es posible que este
gen se encuentre diseminado en distintas bacterias patégenas y no patogénicas. Por
lo que se realizé el PCR con las condiciones ya estandarizadas con DNA de A,
utilizando como molde el DNA cromosémico de los miembros de la familia
Pasteurellaceae. Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2%
(TBE 0.5x, 120v, 94mA por 30min) y como control se utilizé el marcador de peso
molecular de 100 pb, para observar el tamafno aproximado en pb del producto
amplificado (Fig.15). En la mayoria de las bacterias se obtuvo un amplificado, con

excepcion de H. paragallinarum Cy A. pleuropneumoniae 5b.

Como se muestra en la figura 15 los productos de amplificacién que se obtuvieron
presentaron un tamano aproximado de 300 pb, comparandolos con el marcador de
peso molecular (carril 1: MWM 100 pb); exactamente en la banda que corresponde a
300pb migrando en el gel a la misma distancia. En este gel se demuestra la

presencia de putativas secuencias o bor-like en el cromosoma de dichas bacterias.
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Fig. 15 Productos de amplificacion bor-like en el cromosoma de algunos miembros de la
familia Pasteurellaceae.
Izquierda: 1.- MWM DNA ladder 100pb; 2.- H. paragallinarum A; 3.- H. paragallinarum as;
4.- H. paragallinarum as; 5.- A. pleuropneumoniae 1. Derecha: 1.- MWM DNA ladder 100 pb;
2.- A. pleuropneumoniae 3; 3.- P. multocida (cerdo); 4.- P. haemolytica (bovino); 5.- P. haemolytica

(pollo).

CLONACION DE LOS DE LOS bor-like EN pCR2.1-TOPO.

Con el fin de aislar y analizar estas putativas secuencias relacionadas al gen bor,

los productos de amplificacién fueron clonados en el vector pCR2.1-TOPO (Fig.12).

ANALISIS DE CLONAS B-GALACTOSIDASA NEGATIVAS

Extraccion de dna plasmidico de las clonas

Después de la transformacién fuero seleccionadas solamente las colonias
blancas poseedoras de inserto en el gen lacZ, a las cuales se les extrajo DNA

plasmidico. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1% (TBE 0.5x, 120v,



94mA, por 35min). EI RNA suele correr en la electroforesis mas rapido que el DNA
plasmidico porque su peso molecular es menor, por lo que se sitla en la parte
inferior del gel de agarosa. Los plasmidos extraidos que se observan en la figura 16
se trataron con RNA’sa para eliminar los restos de RNA que pudiera afectar la

digestion con la enzima de restriccion EcoRl.

7 ST TR s O -

. e Wl

—

Fig. 16 DNA plasmidico de las clonas (©).
1.- H. paragallinarum A; 2.- H. paragallinarum as; 3.- H. paragallinarum
ag; 4.- A. pleuropneumoniae 1; 5.- A. pleuropneumoniae 3;
6.- P.multocida (cerdo); 7.- P. haemolytica (bovino); 8.- P. haemolytica

(pollo).

Analisis por restriccion.

El vector utilizado posee dos sitios de restriccidén para la enzima Eco RI:

’...GIAATTC...3' ; : . .
(5 G; c...3 CTTAA G..5) que al cortar deja extremos cohesivos. Estos sitios se

encuentran dentro del MCS y por lo tanto cerca del sitio de la clonacién del producto
de PCR (Fig. 17). Se analizaron aquellas clonas (©) que resultaron B-galactosidasa

negativas.

51



1
y[MCS, -
[ ecor

Producto de PCR

v \

Liberando un fragmento
de 300ph aprox.

Fig. 17 Esquema de la region de clonacion del vector pCR2.1-TOPO y la localizacion

de los sitios

de restriccion para EcoRI que permiten la liberacion del producto de

PCR o inserto que se haya clonado.

Por lo que se comprobd por restriccion con la enzima Eco Rl la presencia del

putativo gen bor en el vector pCR2.1, con un tiempo de incubacion de 2 h a 37°C

(Tabla 5). El producto

digerido se corrié en un gel de agarosa al 1% (TBE 0.5x, 120v,

94mA por 30min) observandose un fragmento de aproximadamente 300 pb que se

liberd (Fig. 18)

300pb

Gl ua

b
L
o

bor-like

(_

TR

Fig. 18 Analisis por restriccion de las clonas (©) B-galactosidasa negativas.

Izquierda: 1.- MWM

DNA ladder 100 pb; 2.- ©4H. paragallinarum A, 3.0 H. paragallinarum ag;

4.—©4 H. paragallinarum A (sin cortar); 5.- ©4 H. paragallinarum ag (sin cortar).

Derecha: 1.- MWM DNA ladder 100 pb; 2.-© A, pleuropneumoniae 1; 3.-© ‘A pleuropneumoniae 3.

4.- ©4 H. paragallinarum as.
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Secuenciacion de los bor-like.
Para la secuenciacion de los bor-like se realizé minipreps a las clonas que

portaban el fragmento, la extraccion se realiz6 con Kit (Promega). Se corrieron las
muestras en un gel de agarosa al 1% (TBE 0.5x, 120v, 94mA por 30min) para

observar la concentracion del DNA y su integridad (Fig.19).

2 3 456 7 8 18

—

Fig. 19 DNA plasmidico de las clonas para su secuenciacion.

1.- MWM DNA ladder 1Kb; 2.- H. paragallinarum A; 3.- H. paragallinarum as;

4.- H. paragallinarum aq, 5.- A. pleuropneumoniae 1; 6.- A. pleuropneumoniae 3;

s

7.- P. multocida (cerdo); 8.- P. haemolytica (bovino); 9.- P. haemolytica (pollo).

Después del analisis de las secuencias en los electroferogramas’' fueron
alineadas dichas secuencias, por el programa Clustal X para el alineamiento multiple
de secuencias como se observa en la figura 20. Y el arbol filogenético que muestra a
nivel secuencia, las relaciones evolutivas entre los distintos bor-like (Fig. 21)

presentes en algunos miembros de la familia Pasteurellaceae.
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bor A

T

ANALISIS in silico DE LAS SECUENCIAS borlike EN LA FAMILIA

Pasteurellaceae.

bor_sec_txt_7
bor_sec_txt_8
bor_sec_txt_9
bor_sec_txt_5
bor_sec_txt_6
bor_sec_txt_4
bor_sec_txt_1
bor_sec_txt_3
bor_sec_txt_2

bor_sec_txt_7
bor_sec_txt_8
bor_sec_txt_9
bor_sec_txt_5
bor_sec_txt_6
bor_sec_txt_4
bor_sec_txt_1
bor_sec_txt_3
bor_sec_txt_2

bor_sec_txt_7
bor_sec_txt_8
bor_sec_txt_9
bor_sec_txt_5
bor_sec_txt_6
bor_sec_txt_4
bor_sec_txt_1
bor_sec_txt_3
bor_sec_txt_2

bor_sec_txt_7
bor_sec_txt_8
bor_sec_txt_9
bor_sec_txt_5
bor_sec_txt_6
bor_sec_txt_4
bor_sec_txt_1
bor_sec_txt_3
bor_sec_txt_2

bor_sec_txt_7
bor_sec_txt_8
bor_sec_txt_9
bor_sec_txt_5
bor_sec_txt_6
bor_sec_txt_4
bor_sec_txt_1
bor_sec_txt_3
bor_sec_txt_2

—————————————————————————————————— GGATTAATGCCTAAGT--ATAA--CC
—————————————————————————————————— GGATTAATGCCTAAGT-—-ATAA--CC
—————————————————————————————————— GGATTAATGCCTAAGT--ATAAA-CC
TTATTGTGAGCAATACACACGCGCTTCCAGCGGAGTATAAATGCCTAAAGTAATAAAACC
TTATTGTGAGCAATACACACGCGCTTCCAGCGGAGTATAAATGCCTAAAGTAATAAAACC
TTATTGTGAGCAATACACACGCGCTTCCAGCGGAGTATAAATGCCTAAAGTAATAAAACC
TTATTGTGAGCAATTCACACGCGCTTCCAGCGGAGTATAAATGCCTAAAGTAATAAAACC
TTATTGTGAGCAATACACACGCGCTTCCAGCGGAGTATAAATGCCTAAAGTAATAAAACC
TTATTGTGAGCAATACACACGCGCTTCCAGCGGAGTATAAATGCCTAAAGTAATAAAACC

K’ kk Kk kKA KKk KkKAkK * Kk Kk K * K

GAGCAATCCATTTACGAATGTITTGCTGGGTTTICTGTTTTAACAACATTTTICTGCGCCGCC
GAGCAATCCATTITACGAATGTTITGCTIGGGTTTCIGTITTTAACAACATTTTCTGCGCCGCC
GAGCAATCCATTTACGAATGTITTGCTGGGTTTICTGTTTTAACAACATTTTICTGCGCCGCC
GAGCAATCCATTTACGAATGTITTGCTGGGTTTICTGTTTTAACAACATTTTICTGCGCCGCC
GAGCAATCCATTTACGTATGTITTGCTGGGTTTICTGTTTTAACAACATTTTICTGCGCCGCC
GAGCAATCCATTTACGAATGTITTGCTGGGTTTICTGTTTTAACAACATTTTICTGCGCCGCC
GAGCAATCCATTITACGAATGTTITGCTIGGGTTTCIGTITTTAACAACATTTTCTGCGCCGCC
GAGCAATCCATTTACGAATGTITTGCTGGGTTTICTGTTTTAACAACATTTTATGCGCCGCC
GAGCAATCCAAAAAAAAATGTTTGCTGGGTTTICTGTTTTAACAACATTTTICTGCGCCGCC

Kk Kk Kk Kk hkKhk kKKK * R I S I 2 b b h I S S 2 2k kb kS S S I b b b Ik S 2 S S 2 S kS S S S 2 2 3

ACAAATTTTIGGCTGCATCGACAGTTTTCTTCTGCCCAATTCCAGAAACGAAGAAATGATG
ACAAATTTTGGCTGCATCGACAGTTITTCTTICTGCCCAATTCCAGAAACGAAGAAATGATG
ACAAATTTTGGCTGCATCGACAGTTITTCTTICTGCCCAATTCCAGAAACGAAGAAATGATG
ACAAATTTTGGCTGCATCGACAGTTITTCTTICTGCCCAATTCCAGAAACGAAGAAATGATG
ACAAATTTTGGCTGCATCGACAGTTITTCTTICTGCCCAATTCCAGAAACGAAGAAATGATG
ACAGATTTTGGCTGCATCGACAGTTITTCTICTGCCCAATTCCAGAAACGAAGAAATGATG
ACAAATTTTGGCTGCATCGACAGTTIT-CTTCTGCCCAATTCCAGAAACGAAGAAA-GATG
ACAAATTTTGGCTGCATCGACAGTTITTCTTICTGCCCAATTCCAGAAATGAAGAAATGATG
ACAAATTTTGGCTGCATCGAC--TTTTCTTICTGCCCAATTCCAGAAACGTTGAAATGATG

Kk Kk KAk KXKAKKAAKNK KA Kh KKK KK KK Kk k KA KRKAKAkA A A AAAANK AKX XA A K Kk Kk kk Kk KKk KKk

GGTGATGGTTTCCTTTIGGTGC-TACTGCTGCCGGTTTGTTTTGAACAGTAAACGTCTGTT
GGTGATGGTTTCCTTTIGGTGC-TACTGCTGCCGGTTTGTTTTGAACAGTAAACGTCTGTT
GGTGATGGTTTCCTTTIGGTGC-TACTGCTGCCGGTTTGTTTTGAACAGTAAACGTCTGTT
GGTGATGGTTTCCTTTIGGTGC-TACTGCTGCCGGTTTGTTTTGAACAGTAAACGTCTGTT
GGTGATGGTTTCCTTTIGGTGC-TACTGCTGC-GGTTTGTTTTGAACAGTAAACGTCTGTT
GGTGATGGTTTCCTTTIGGTGC-TACTGCTGCCGGTTTGTTTTGAACAGTAAACGTCTGTT
GGTGATGGTTTCCTTTIGGTGC-TACTGCTGCCGGTTTGTTTTGAACAG-AAACGTCTGTT
GGTGATGGTTTCCTTTCCCCC-TAATGCTGCCGGTTTGTTTCCCCCCCTAAAAGTCTGTT
GGTGATGGTTTCCTTTCCCCCCTACTGCTGCCGGTTTGTTTTGACCCGTAAACGTCTGTT

RIS I I 2 b b kb S S S 2 2 3 Kk kk KAk Kk kK Kk KAk KKKk KK KK * Kk Kk Kk Kk KKKk KKk

GAGCACATCCTGTAATAAGCAGGGCCAGCGCAGTAGCGAGTGAGCATTTTITTTA-—————
GAGCACATCCTGTAATAAGCAGGGCCAGCGCAGTAGCGAGTGAGCATTTTITTTA-—————
GAGCACATCCTGTAATAAGCAGGGCCAGCGCAGTAGCGAGTGAGCATTTTITTTA-—————
GAGCACATCCTGTAATAAGCAGGGCCAGCGCAGTAGCGAGT-AGCATTTTITTTAA-————
GAGCACATCCTGTAATAAGCAGGGCCAGCGCAGTAGCGAGT-AGCATTTTITTTAA-————
GAGCACATCCTGTAATAAGCAGGGCCAGCGCAGTAGCGAGT-AGCATTTTITTTAA-————
GAGCACATCCTGTAATAAGCAGGGCCAGCGCAGTAGCGAGT-AGCATTTTITTTICAT————
GAGCACATCCTGTAATAAGCAGGGCCAGCGCAGTAGCGAGT-AGCATTTTITTTAA-————
GAGCACATCCTGTAATAAGCAGGGGGAGAACAGTAGCGAGT-AGCATTTITTTAA-————

R I S I I b b b b b S A S 2k b b b b S S I * K RS I S S I I b b Sk S S 2 S 3k kb b b b

Fig. 20 Alineamiento por computadora de los bor-like presentes en algunos miembros de la

familia Pasteurellaceae.

El orden de las secuencias es: 1.- bor A; 2.-HpAbor-like; 3.- Hpasbor-like; 4.- Hpagbor-like;

5.- Aplbor-like; 6.- Ap3bor-like; 7.-Pm(cerdo)bor-like; 8.- Ph(bovino)bor-like;

9.- Ph(pollo)bor-

like T .ac lineas nunteadas <in oang en log clnster



ARBOL FILOGENETICO DE LOS DISTINTOS borlike EN LA FAMILIA

Pasteurellaceae.

PHYLIP_1
bor sec txt 4

bor sec txt 1

pr— O SEC tXt 2

—— 0" SeC txt 3

bor sec txt 6

bor sec txt 5

bor sec txt 9

p— O SEC tXt 7

—— 0" SEC txt 8

Fig. 21 Arbol filogenético de los genes bor-like presentes en la familia Pasteurellaceae.
Las secuencias bor-like estan distribuidas de la siguiente manera: 1.- bor A; 2.- HpAbor-like;
3.- Hpas bor-like; 4.- Hpagbor-like; 5.- Aplbor-like; 6.- Ap3bor-like; 7.- Pm(cerdo)bor-like;
8.- Pm(bovino)bor-like; 9.- Ph(pollo)bor-like.
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DISCUSION.

El gen bor del bacteri6fago A causa conversion lisogénica en E. coli. El fenotipo
que le confiere es resistencia al efecto bactericida del suero (Barondess y Beckwith,
1995). Este gen se expresa en la lisdbgena y codifica para una proteina que se
localiza en la membrana externa. El nimero de copias de la proteina bor por célula
es de alrededor de 2000. Aunque no se conoce el mecanismo mediante el cual bor
protege a E. coli contra la muerte por suero, su bajo niumero de copias en la

membrana externa permite suponer que su papel no es estructural, sino catalitico.

Dada la indudable ventaja selectiva que bor confiere a las bacterias que lo
poseen, no es improbable anticipar que este gen pudiera estar presente en el
genoma de otras bacterias. Como es el caso del plasmido iss en aislamientos de E.
coli en ave, por ejemplo, que le proporciona una resistencia al complemento del
suero (Nolan, et al., 2003). Partiendo de esta premisa, en este trabajo decidimos
detectar mediante PCR la presencia de secuencias similares a bor en miembros de

la familia Pasteurellaceae.

En base a la estandarizacién de las condiciones de amplificacion por PCR en el
DNA de A, como se muestra en la figura 14, se obtuvo un amplificado de 300 pb que
es el tamano aproximado del gen bor de lambda ya reportado por Barondess y
Beckwith en 1990. En los DNA’s cromosémicos de la familia Pasteurellaceae se
obtuvieron amplificados de aproximadamente 300 pb en 8 de las 10 cepas
analizadas: H. paragallinarum A, as y as con excepcion de H. paragallinarum C;

A. pleuropneumoniae 1y 3, con excepcion de A. pleuropneumoniae 5b. También dio
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amplificado en P. haemolytica aislada de bovino y pollo; P. multocida aislada de
cerdo (figura 15). Estos resultados demuestran la amplia distribucion de secuencias
relacionadas con bor en los genomas bacterianos y sugieren que efectivamente este

gen se ha conservado por conferir ventaja selectiva a las cepas portadoras.

Para la amplificacion de estas secuencias se utilizaron oligos complementarios a
los extremos 5’ y 3’ de bor de » y DNA cromosdmico de las distintas cepas. Nuestros
resultados no permiten distinguir si el gen es efectivamente cromosémico o bien
forma parte de un profago. Dichos amplificados fueron clonados en el vector
pCR2.1-TOPO a excepciéon de los amplificados obtenidos de P. haemolytica y
P. multocida. El analisis de restriccidbn que se llevd a cabo en las clonas resultantes
nos permiti6 confirmar que los plasmidos vectores (Fig. 18) contenian el fragmento

amplificado de 300 pb que corresponde a los putativos bor-like.

La secuenciacion de los bor-like se realizo en direccion 5 a3 yde 3’y 5. La
similitud entre las secuencias nucelotidicas de estos bor-like y el gen bor de A
confirma nuevamente que se trata de un gen altamente diseminado entre las cepas
bacterianas. Es decir, no solamente los tamafos son similares sino también las

secuencias.

La adquisicién de secuencias homélogas a bor por algunos miembros de la
familia Pasteurellaceae o la dispersion de estas secuencias en este tipo de bacterias
que no son infectadas por el fago A por carecer, al menos, de los receptores

especificos para este fago, podria deberse a transferencia genética horizontal,
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mediada por bacteriéfagos que las infecten o por plasmidos conjugativos. Como se
muestra en el arbol filogenético existe mayor similitud entre las secuencias de H.
paragallinarum que A. pleuropneumoniae y P. multocida posiblemente por el camino

evolutivo que han recorrido.

Probablemente las caracteristicas fenotipicas conferidas por A sean de
importancia relevante ya que podria ser una ventaja evolutiva mediante seleccion
natural de las liségenas en los hospederos animales. El resultado de ello seria la
enorme distribucion del gen bor, tanto en los fagos temperados (Guadarrama, P.R,
2004) como en el cromosoma de distintas bacterias y que no precisamente
pertenecen a la misma familia. La presencia de bor-like podria proporcionarles una
cierta resistencia al suero ya que codificaria para una proteina de membrana externa,
con la finalidad de evadir el sistema inmune de pollos, codorniz, bovinos, cerdos y
poder atacar el tracto respiratorio superior. Cabe sefialar que en el proceso evolutivo
sblo se conservan aquellas estructuras o incluso genes que juegan un papel

importante en la sobrevivencia del organismo.

Actualmente en el laboratorio se sigue estudiando al gen bor en cuanto a su
distribucion por que podria estar disperso entre algunas familias bacterianas alejadas

de E. coli, como es el caso de |la familia Pasteurellaceae.
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PERSPECTIVAS.

Se sugiere seguir con las investigaciones acerca del gen bor del bacteriéfago & y
la posible presencia de bor-like en los plasmidos de los miembros de la familia
Pasteurellaceae. El disefio y construccién de una mutante (Palmeros, et al., 2000)
sitio dirigida bor- para los ensayos de resistencia al suero con los bor-ike
resultantes en este trabajo, por supuesto fuera del contexto metabdlico de los
miembros de la familia Pasteurellaceae. Es necesario también analizar las
caracteristicas fenotipicas que confieren a la familia Pasteurellaceae los genes bor-
like, como pueden ser los niveles de resistencia al suero. Seria conveniente también
obtener la secuencia de aminoacidos de las proteinas resultantes y determinar si los

genes bor-like son cromosémicos o forman parte de un profago.
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