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Introduccion:

Historia del estudio de los bacteriéfagos

Los bacteriéfagos, o fagos, son virus parasitos intracelulares obligados que infectan
a bacterias. Su parasitismo es en el ambito genético ya que para multiplicarse
intracelularmente requieren de la maquinaria biosintética bacteriana (replicacion,
transcripcion, traduccion).

Los bacteriéfagos fueron descubiertos independientemente por F.W. Twort en 1915
y por F. D’Herelle en 1917 siendo este Gltimo quien les asignd el nombre de bacteri6fagos
(devoradores de bacterias) y disefio el método de titulacion, en uso actualmente, que
permite contar el nimero de unidades formadoras de placa (ufp) presentes en una
suspension; es decir, el nimero de fagos capaces de infectar productivamente a bacterias
sensibles causando la apariciéon de una placa de lisis sobre un cultivo bacteriano que ha sido
inmovilizado en agar. Generalmente el nimero de ufp es menor que el nimero de particulas
fagicas en la suspensién, debido a que una fraccion de estas Ultimas es incapaz de infectar
productivamente como resultado de algun defecto estructural (e. g. ruptura de la cépside o
de la cola).

En la década de los 30’s Schlesinger contribuyd importantemente al estudio de los
bacteridfagos: purifico una cantidad ponderable de fagos por centrifugacion diferencial y
filtracion gradual de preparaciones crudas de fagos, y realizd el andlisis quimico,
encontrando que estaban constituidos por 50% de proteina y 50% de DNA. El bacteriéfago
estudiado por D’Herelle y Schlesinger era uno de los fagos T pares de E. coli (T2 6 T4).

En 1938 el notable fisico Max Delbriick formé “la escuela del fago”, que por mas de

10 afios dedicé sus esfuerzos al estudio de los fagos T pares, en particular T2 y T4. Este



grupo de investigadores hizo varias contribuciones importantes para el conocimiento de los
fagos, entre las que destacan el experimento de crecimiento en escal6n y el ensayo sobre el
crecimiento intracelular del fago. En el primero se determind con precision el nimero
promedio de fagos producido por cada bacteria infectada (tasa de eclosién, segun la atinada
traduccion del término “burst size” que hiciera el Dr. Romilio Espejo) y el tiempo minimo
necesario que debe transcurrir desde el inicio de la infeccion hasta que se lisan las primeras
bacterias del cultivo, liberando la progenie viral (periodo de latencia). El segundo de los
experimentos mencionados permitid establecer que durante parte del periodo de latencia el
virus infectante no estda completo y su auto-replicacién no es binaria, sino que los virus
descendientes se ensamblan a partir de subestructuras sintetizadas previamente; el ensamble
de las particulas virales ocurre después de un lapso caracteristico, denominado periodo de

eclipse, menor que el periodo de latencia (Ellis y Delbrick, 1939).

Utilidad de los fagos para la Biologia Molecular

Los trabajos del grupo de Delbriick resultaron ser la mas importante aportacion para
el nacimiento de lo que ahora se conoce como Biologia Molecular, y desde el inicio de esta
disciplina los bacteriéfagos han jugado un papel preponderante en su desarrollo.
Recuérdese, por ejemplo, que una de las demostraciones mas solidas de que el DNA es el
material genético la constituyo el experimento de Hershey y Chase en 1952 con el fago T2.
Mas adelante los fagos se han utilizado ampliamente como modelo de estudio de distintos
problemas de biologia molecular, e. g. los fagos cuyo genoma es RNA pequefio de cadena
sencilla se usaron como RNA mensajero para el estudio de la traduccion in vitro en
sistemas libres de células. Los fagos con genoma de DNA de cadena sencilla fueron un

modelo excelente para estudiar la replicacion del DNA, ya que mediante el estudio de la



replicacion in vitro fue posible caracterizar muchos componentes que participan en el
proceso y estudiar los intermediarios replicativos, que pudieron “congelarse” al omitir el
(los) componente (s) necesario () para el siguiente paso. El estudio de los fagos de DNA
de doble cadena con mayor contenido de DNA permitié elucidar un gran nimero de
mecanismos de control de la expresion genética (represion, antiterminacion de la

transcripcion, expresion genética secuencial, retrorregulacion, etc.).

Ciclos de vida de los fagos.

La infeccion comienza por la colision al azar entre fagos y bacterias que conduce a
la adsorcion del fago a un receptor especifico situado en la superficie bacteriana (alguna
porcion del lipopolisacarido en las bacterias Gram negativas o alguna proteina de la
membrana externa) mediante una reaccién de primer orden (Luria et al., 1978). Algunos
fagos, como f1 y f2 se adsorben especificamente al pilus F de E. coli y por esta razén sélo
infectan a las cepas macho, portadoras del plasmido F. El fago y de Salmonella se adsorbe
al flagelo bacteriano (Luria et al., 1978). Después de adsorberse el bacteriofago inyecta su
DNA, mediante un proceso complejo que, en T4, se inicia con la contraccion de la vaina
contractil de la cola viral (Arscott y Goldberg, 1976; Moody, 1973) que rodea al tubo
central de ésta, el cual es introducido al interior de la bacteria y a traves suyo pasa el DNA,
de modo lineal, desde un extremo al otro. EI DNA viral inyectado se replica y en la etapa
final de su desarrollo dirige la sintesis de las proteinas estructurales de cabeza y cola y de
las copias de DNA que habran de encapsidarse para formar los nuevos viriones, los cuales
seran liberados cuando se lise la bacteria por la accion de proteinas de lisis codificadas

también por el genoma viral (Figura 1).
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En la via lisogénica, la infeccion ocurre andlogamente a como sucede en la via litica
en lo que se refiere a la adsorcion e inyeccién. Sin embargo, la expresion de los genes
estructurales y de lisis es reprimida merced a la accion de una proteina represora,
codificada por el genoma viral, la cual se une a sitios especificos (operadores) del
cromosoma fagico impidiendo el acceso de la RNA polimerasa a los promotores. El
genoma viral reprimido se Ilama profago, la bacteria que lo porta se denomina liségena y el
proceso que conduce a la formacion de ésta se designa como lisogenizacion. Algunos
profagos se integran al cromosoma bacteriano en un sitio especifico (e. g. A) y se replican
pasivamente como parte de éste heredandose a las células hijas, en tanto que otros
permanecen como plasmidos y se replican en forma auténoma (e. g. el fago P1 de E. coli).
(Figura 1).

Una lisdgena 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 dafian al DNA o
interfieren con su replicacion. La induccion 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 lisbgenas la desrepresion ocurre espontaneamente a baja frecuencia
(10°®), ocasionando que haya fagos libres. Es posible también que ocurra desrepresién
transitoria; es decir, que falle la represion 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
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represion, de modo que ya no se replica como parte del cromosoma bacteriano ni en forma
autonoma y se pierde por dilucion a medida que el cultivo crece.

En una bacteria liségena el profago se mantiene como tal debido a que codifica al
represor, del cual siempre hay un exceso en el citoplasma bacteriano. Por esta razén, la
lisdgena es inmune a la superinfeccion por fagos homologos al profago: si un fago
homologo al profago (de la misma inmunidad, con los mismos operadores) inyecta su acido
nucleico, 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: 1) Heredabilidad, 2)

Inducibilidad, 3) Inmunidad y 4) Curabilidad

celula bacteriana

T

bhacteriafago A

infeccion

YWia lisogenica wWia litica

division *
celular

-
bacteriafagos '/ Q\
maduras *\. }

Fid.1 Ciclo de vida del bacteridfago A, Después de la infeccidn del fago A, &ste se
desarrolla siguiendo la wia litica o la lisogénica.
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Equilibrio presa-predador

Ademas de su indudable importancia como sistemas modelo para el estudio de
problemas de biologia molecular, los bacteriéfagos son interesantes por si mismos desde el
punto de vista ecoldgico, ya que establecen complejas relaciones presa-predador con las
bacterias.

Debido a que los bacteriofagos se multiplican en las bacterias y al hacerlo las lisan,
se podria pensar que en algun momento podrian acabar con ellas, condenandose a
desaparecer. Sin embargo, fagos y bacterias establecen varios equilibrios presa-predador
(Echols, 1979): simple, mutacional y lisogénico, que contribuyen, por separado o0 en

conjunto a mantener el delicado balance entre presa y predador.

Equilibrio simple.

En el equilibrio simple, la adsorcion de los fagos a las bacterias se ajusta a una
cinética de primer orden y esta limitada por la tasa de crecimiento bacteriano, es decir, al
inicio de la infeccién del cultivo, cuando la proporcion fago/bacteria es baja, una
importante fraccion de la poblacidon bacteriana no es infectada, y las bacterias de una
pequerfia fraccion seran infectadas por un solo fago cada una. Las fracciones de bacterias
no infectadas, infectadas por un fago, por dos, por tres, etc. pueden calcularse mediante la
distribucion de Poisson, si se conoce la multiplicidad de infeccién, es decir, la proporcion
fago/bacteria en la mezcla de infeccion. Mientras el fago se multiplica intracelularmente,
las bacterias no infectadas se dividen, los fagos que se liberan a la lisis infectan a otra
fraccion de la poblacion bacteriana, pero aln queda otra fraccion de bacterias no infectadas

que se multiplica, de las cuales una fraccion sera infectada, y asi sucesivamente.
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Equilibrio mutacional.

Cuando una poblacién de bacterias esta expuesta a la infeccion por una poblacién
de fagos, éstos constituyen una presion selectiva a favor de las raras mutantes bacterianas,
presentes en la poblacién y surgidas al azar, que no permiten la infeccion fagica debido a
que carecen del receptor especifico utilizado por el fago para adsorberse a la superficie
bacteriana. Este tipo de mutantes carentes de receptor, o con receptor alterado, son las mas
comunes entre las mutantes resistentes a la infeccion. Existen otras que no impiden la
adsorcion sino que poseen nucleasas que degradan al DNA viral una vez que ha sido
inyectado, o que interfieren con la expresion de genes esenciales del fago. Las bacterias
mutantes resistentes se multiplican y constituyen ahora una presién de seleccion a favor de
los fagos mutantes, también poco frecuentes, capaces de adsorberse a otro receptor o al
receptor alterado. Estos mutantes fagicos se multiplicaran hasta que se seleccionen otras
bacterias mutantes resistentes, que ser&n muertas por otros fagos mutantes y asi
sucesivamente.

Equilibrio lisogénico.

Como se describié anteriormente, en la lisogenia fago y bacteria coexisten en
armonia merced a la represion de las funciones liticas del fago. La resistencia y el equilibrio
simple son formas de equilibrio comunes a todos los fagos, en tanto que la lisogenia esta
limitada solamente a los fagos temperados, capaces de lisogenizar.

Fagos benéficos para la bacteria.

Los bacteri6fagos pueden ser benéficos para la bacteria que infectan mediante los
procesos de transduccion (especializada o generalizada) y de conversién lisogénica, cuyo
resultado es la adquisicion de nuevas caracteristicas fenotipicas por la bacteria, que podrian

serle benéficas o indispensables en determinados nichos ecoldgicos.
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Transduccion.

La transduccion es un mecanismo de transferencia de informacion genética en
bacterias mediado por fagos. La mayoria de los fagos transductores conocidos son
temperados. Entre los més estudiados se encuentran P22 de Salmonella typhimurium, P1 de
Escherichia coli, F116L de Pseudomonas aeruginosa.

La transduccion es de dos tipos: generalizada (o por reemplazo) y especializada (o
por adicién). En la primera, el fago transductor es capaz de transducir cualquier marcador
genético del cromosoma de la cepa donadora a la receptora, mientras que en la segunda
solo se transducen el o los marcadores cercanos al sitio de integracion del profago
transductor. P1, P22 y F116L son transductores generalizados y el fago A de E. coli es el
transductor especializado que se conoce mas detalladamente (transduce sélo el operén bio o
el operon gal, los cuales flanquean al profago integrado).

En la transduccion especializada, el profago se escinde en forma aberrante,
perdiendo algunos genes no esenciales para su multiplicacion e incorporando segmentos
adyacentes de DNA bacteriano. Cuando el bacteriofago infecta a otra bacteria, al integrarse
le adiciona esos segmentos.

En la transduccion generalizada algunos fagos, producidos a baja frecuencia (aprox.
10" durante la infeccion de la cepa donadora, incorporan al azar en su capside segmentos
de DNA bacteriano cuyo tamafio es similar al del propio genoma viral. Al infectar
posteriormente a la cepa receptora, el fago solamente sirve como vehiculo para introducir el
DNA de la donadora, el cual se aparea con la region homdéloga del cromosoma bacteriano,
reemplazando ese segmento por recombinacién; no se produce progenie viral toda vez que
el fago transductor no posee DNA propio.

Conversion lisogenica.
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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 bacteri6fagos (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 fago ¢CTX de Pseudomonas aeruginosa (Hayashi et al., 1993).
Ademas de los genes que codifican para toxinas, se han descrito otros genes de virulencia
en bacteriofagos, 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
Streptococcus pneumoniae (Russel, 1991) vy el gen bor del bacteriofago A, que le confiere a
E. coli resistencia al efecto bactericida del suero (Barondess y Beckwith, 1990). Es
importante hacer notar que no existen reportes de bacteriéfagos que incrementen la
adhesion bacteriana a epitelios, excepto por un estudio preliminar en el que se describio el
incremento en la adhesion de Pseudomonas aeruginosa a células bucoepiteliales humanas
(CBH) mediado por el profago FI1Z15 (Vaca et al., 1989).

Se ha sugerido que la persistencia de estos genes en los genomas virales les confiere
ventaja evolutiva a los bacteriéfagos, quiza debido a la mayor replicacion de las bacterias
que poseen estos determinantes de virulencia (Cheetham y Katz, 1995).

Bacteridfago A
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El fago A de Escherichia coli estd compuesto por aproximadamente 50% de
proteinas y 50% de DNA de doble cadena. El tamafio de su genoma es de 48 502 pb, que
corresponden a una masa de 32 X 10° Da. La molécula de DNA esta contenida en una
capside icosahédrica de 0.055 p de diametro que se encuentra unida a una cola tubular de
0.15 u de longitud. EI DNA de A 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). ElI genoma de A expresa
aproximadamente 50 proteinas (Szybalski y Szybalski, 1979). Los genes de A estan
agrupados como unidades funcionales, cuya localizacion en el genoma refleja su orden de
expresion temporal.

El bacteri6fago temperado A puede seguir cualquiera de dos vias mutuamente
excluyentes: el ciclo litico o el ciclo lisogénico (Echols, H., 1972). 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 expresion de los genes int (cuyo producto promueve la integracion
del cromosoma viral al bacteriano) y cl (el cual codifica al represor, que reprime la

expresion de los genes estructurales y de lisis).
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La infeccion comienza por la adsorcion de la particula viral -via la proteina J de la
fibra de la cola a su receptor especifico, la proteina lamB, implicada en el trasporte de
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 P_ . La transcripcion a partir de P, se extiende hasta el terminador t,;
originando un transcrito de unos 1000 nucleodtidos (Roberts, 1969), cuya traduccion
produce la proteina N (12.2 kDa) (Franklin y Bennet, 1979). El transcrito iniciado en Pg
termina en tr; y su traduccion da origen a la proteina Cro (Roberts, 1969). En presencia de

la proteina N la RNA polimerasa es capaz de trascender las sefiales de terminacion (t.s, tra
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y tr2) Y la transcripcion iniciada en P, se extiende hasta la region clll-b, en tanto que la
transcripcion de Pg 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 P_ y 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.,
1976, 1981).

Hasta este punto, las células infectadas contienen proteinas necesarias tanto para el
crecimiento lisogénico (cll y clll, que se requieren para la transcripcion 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 decision lisis-
lisogenia depende de una compleja interaccion (influenciada por las condiciones del medio)
entre proteinas virales y bacterianas (Herskowitz y Hagen, 1980).

Para que A lisogenice a E. coli se requiere que cl reprima la expresion de los genes
estructurales y de lisis (Figura 4) y que el DNA viral se integre al cromosoma bacteriano
(Figura 5). La integracion ocurre por recombinacion sitio especifica, mediada por la
proteina viral Int y el factor de integracion del huésped (IHF), codificado por los genes

bacterianos himA y himD (Miller y Nash, 1981).
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Figura 4. Para el establecimiento de la represion el gen cl, que codifica para el represor de
A, se transcribe a partir del promotor Pre. El represor se une a los operadores O, y Og
impidiendo la transcripcion de los genes estructurales y de lisis. En el estado de profago la
proteina cl regula su propia sintesis a partir del promotor Pgy (Echols y Green, 1971).

POP’

X

gal BOB’ bio

Int l TInt/Xis

gal BOP* N R A J POB’ bio

Figura 5. Integracion y escision del DNA de A. La integracion del genoma viral al
bacteriano ocurre entre los operones gal y bio mediante recombinacion entre los sitios att
del fago (POP’) y del cromosoma bacteriano (BOB’). La recombinacion entre los sitios
BOP’ y POB’ permite la escision del DNA de A si el profago es inducido al crecimiento
litico. La integracion esta mediada por la proteina viral Int, en tanto que la escision requiere
Int y Xis. En ambas reacciones participa el factor de integracién del huésped (IHF),
codificado por dos genes bacterianos. (Tomado de Echols y Guarneros, 1983).

Genes accesorios de A
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Los genes de A que no se requieren para lisis ni para lisogenia se denominan
accesorios. Estos genes se encuentran distribuidos en varias partes del genoma. El
segmento mayor de DNA dispensable corresponde a 33% del genoma, entre el gen J y el
gen N (ver figuras 2 y 3). Este segmento incluye a los genes de la regién b, a la izquierda de
att, y los genes del operdn P a la derecha de att. EI gen rex (situado inmediatamente a la
izquierda de cl) tampoco se requiere para la formacion de placas liticas. Otra region
dispensable del genoma de A se encuentra situada a la derecha de los genes O y P; la
delecién de un segmento de 2.8 kb (delecion nin5) en esta region no tiene efecto alguno
sobre el desarrollo del fago. Por Gltimo, hasta hace poco no se habian localizado genes en
las dltimas 2 kb del extremo derecho del genoma de A (a la derecha del gen R) (Hernandez
et al., 1985), sin embargo en 1990 se describi6 al gen bor, localizado a la derecha de R
(Barondess y Beckwith, 1990).

Para los propdsitos de este trabajo nos concentraremos en los genes de la region b, y

particularmente en el de expresion tardia lom.

3] lom[ ORFs401 314 194 ] Ea47 [Eas1 | Eas9 t att

Figura 6. La region b de & se localiza entre el gen J y el sitio att. Los transcritos temprano
y tardio estan indicados por la flecha que apunta a la izquierda y la que apunta a la derecha,
respectivamente. El cuadro negro corresponde a la region intercistrénica entre los operones
temprano y tardio. La transcripcion temprana inicia en Py la tardia en Pg- (ver figura 3).
La secuencia de esta region indica la presencia de 3 marcos de lectura abierta (ORFs) a la
derecha de lom. (Tomado de Court y Oppenheim, 1983).

Se ha especulado que la expresion de los genes tardios de la region b procede del

promotor Pr- por extension del transcrito de los genes estructurales tardios (A-J) (Hendrix,
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1971), ya que la transcripcion de Pg- es antiterminada por la proteina Q (Grayhack y
Roberts, 1982). Sin embargo, mediante analisis in vitro se han detectado varios promotores
en la propia regién b (Kravchenko et al.,1979; Lu y Mark, 1980; Vollenweider y
Szybalski, 1978; Rosenvold et al., 1980), de modo que hasta la fecha no ha quedado claro
si los genes tardios de la regidn b se expresan a partir de Pg-, de los propios promotores de
b o de ambos. Tampoco se ha asignado funcion alguna para estos genes ni se conoce la
regulacion de su expresion. Otro aspecto controvertido acerca de los genes de la regién b
se refiere a si éstos se expresan en la lisdgena, ya que se ha reportado que su transcripcion
es reprimida por el factor de integracién del huésped (HIF) (Kur et al., 1989) y también que
la fusion lom::TnphoA (ver més adelante) se expresa en el profago (Barondess y Beckwith.

1990).

El gen lom

El gen lom fue descrito en 1979, codifica para una proteina de 20.5 kDa que se
localiza en la membrana externa de E. coli (Reeve y Shaw, 1979). Se han generado fusiones
lom::TnphoA por mutagénesis insercional con el transposén TnphoA (Barondess y
Beckwith, 1990). Este transposon es un derivado del Tn5 (que confiere resistencia a
kanamicina) que contiene el gen de la fosfatasa alcalina de E. coli, sin su secuencia sefial,
insertado en el 1S50 izquierdo (Manoil y Beckwith, 1985). Debido a que la fosfatasa
alcalina es una enzima extracelular que solo puede ser exportada si posee una secuencia
sefial, la insercion de TnphoA en un gen cuyo producto sea una proteina de exportacion
genera una proteina fusionada con actividad de fosfatasa alcalina. Después de mutagenizar
con TnphoA, las mutantes que posean fusiones se detectan como colonias azules al sembrar

los candidatos en un medio de cultivo que contenga kanamicina y el substrato cromogénico
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XP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato), el cual es hidrolizado por la fosfatasa alcalina
produciendo color azul. Las fusiones lom::TnphoA se expresan en las lisdgenas y las
proteinas fusionadas se encuentran en la membrana externa (Barondess y Beckwith, 1990).
Debido a que en una liségena el promotor viral Pg- no es activo (por la ausencia de la
proteina Q, que no se sintetiza debido a la carencia de la proteina N cuya expresion a partir
de P_ esta reprimida por la proteina cl), este resultado sugiere que lom se expresa en la

lisdgena a partir de algin promotor localizado en la region b y no a partir de Pgr’.

La familia de genes OMP.

El gen lom forma parte de una familia de cinco genes que codifican para proteinas
de membrana externa. Esta familia incluye a los genes rck y pagC (Heffernan et al., 1992;
Pulkkinen y Miller, 1991) de Salmonella typhimurium, al gen ail de Yersinia enterocolitica
(Miller et al., 1990) y al gen ompX de Enterobacter cloacae (Stoorvogel et al., 1991).
Los genes rck, pagC vy ail confieren propiedades de virulencia (Tabla 1) y se ha propuesto
que el ancestro de la familia es lom (Figura 7).

Tabla 1. Familia de genes OMP

Gen Bacteria Localizacion | Fenotipo Referencia

rck S. typhimurium | Plasmido Resistencia al suero | Hackett et al., 1987,
Heffernan et al.,
1992.

pagC S. typhimurium | Cromosoma | Virulencia en raton | Miller, et al., 1989.

ail Y. enterocolitica | Cromosoma | Adhesion e Miller, et al., 1988,

invasion 1990.

ompX | E. cloacae Cromosoma | ? Stoorvogel et al.,
1991.

lom E. coli Fago A Adhesion Vacaetal., 1997,

Rck PagC
Ail

25 24
25
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Figura 7. Arbol filogenético propuesto para los cinco miembros de la familia OMP.
Basado en el analisis de las secuencias por computadora. Los ndmeros representan las
distancias calculadas entre las secuencias de las proteinas. (Tomado de Heffernan et al.,
1992).

Debido a que uno de los miembros de esta familia génica participa en la adhesion
(ail), dos fuertes grupos de investigacion han indagado el posible papel de estos genes en la
adhesion de E. coli a células eucarionticas cultivadas. El enfoque que utilizaron estos
investigadores fue medir la adhesién de cepas de E. coli portadoras de un plasmido con
cada uno de los genes de la familia OMP clonado; las células que emplearon fueron: CHO
(ovario de hamster chino), HepG-2 (hepatocitos humanos) y Hep-2 (epitelio de laringe
humana). Ambos grupos reportaron que el gen ail incrementa la adhesion y, en menor
grado, también el gen rck. El gen lom no tuvo efecto sobre la adhesion de E. coli (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de los genes de la familia OMP sobre la adhesién de E. coli.

E. coli HB101 PORTADORA ADHESION A CELULAS

DEL PLASMIDO 'CHO "HepG-2 “Hep-2

PBR322 rck + +

PBR322 ail + +

PBR322 lom - -

PBR322 pagC - -

PBR322 ompX - -

PUC18 ail +

PUC18 rck n

PBR322 lom -

Modificado de: *Heffernan et al., (1994) y “Bliska y Falkow, (1992).
En nuestro laboratorio de realiz6 un estudio sobre la adhesion de E.coli K12 a CBH

mediada por el bacteriéfago lambda, y se encontr6 que E. coli liségena para A si incrementa
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su adhesion a CBH (Vaca, 1997), contrariamente a lo anteriormente mencionado por
Heffernan et al., (1994) y Bliska y Falkow, (1992).

Adhesion e invasion bacteriana.

La adhesion es la unién de las bacterias a una superficie, esta union puede ser de
caracter reversible o no. La adhesion a epitelios es una importante propiedad de virulencia
de las bacterias, ya que es el prerrequisito para colonizar al hospedero e invadirlo, causando
una infeccién localizada o sistémica. La adhesidn ocurre por la asociacion entre moléculas
especificas de la superficie bacteriana (adhesinas) y receptores presentes en las células del
hospedero (Beachey, 1981; Harp, 1988). Las principales adhesinas de las bacterias Gram
negativas son estructuras proteicas superficiales con morfologia de fimbria (también
Ilamadas pili), fibrila o helicoidal. Entre las fimbriae destacan los pili tipo IV, por su
importancia como factores de virulencia, que permiten la adhesion a células epiteliales de
bacterias patégenas de los géneros Neisseria, Pseudomonas, Moraxella, Vibrio y
Escherichia (Strom y Lory, 1993, Gaastra y Svennerholm, 1996). Los receptores de las
membranas celulares eucariontes a los que se unen las fimbriae son compuestos
glicoconjugados que poseen una gran diversidad en las secuencias de oligosacéridos. Estos
oligosacaridos no estan distribuidos uniformemente entre especies, tejidos y células, lo que
determina la preferencia de las bacterias patdgenas por tejidos especificos de ciertos
hospederos (tropismo) (Gaastra y Svennerholm, 1996); sin embargo, la adhesion de las
bacterias a los epitelios es un fendmeno complejo que no solo esta determinado por la
presencia de fimbriae, sino que ademas, participan otros componentes bacterianos, como
por ejemplo las proteinas asociadas a opacidad (Opa) (Pujol, C. et al 2000). Las proteinas
Opa son moléculas de membrana externa descritas principalmente para Gonococcus,

Meningococcus (Hauck, C. 2003), Streptococci spp. (Katerov, V. 2000) y Staphylococci
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spp. (Foster, T. 1998). Su funcién en la bacteria esta ligada a un amplio espectro de
procesos patogénicos que van desde la adhesion e invasion a epitelios, transduccion de
sefiales, hasta el reconocimiento especifico de nuevos huéspedes. Se considera a las
proteinas Opa como el paradigma emergente que permite a ciertos tipos bacterianos
reconocer nuevas lineas celulares, debido a la gran variabilidad traduccional que presentan
proporcionandoles afinidad por nuevos receptores. Tomese en cuenta que la modulacién de
lipooligosacéarido y pili esta pensado inicialmente para evadir la respuesta inmune del
organismo y generar la asociacion primaria con las células eucariontes, permitiéndole esto a
la bacteria evadir la memoria inmunoldgica innata y adquirida del organismo huésped. Esta
adhesion primaria debe poseer un caracter reversible, toda vez que esta maleabilidad
patogénica le permita al microorganismo adaptarse a las condiciones cambiantes de un
medio ambiente nuevo; sin embargo, una vez establecida esta asociacién primaria debe
darse paso a un establecimiento secundario que permita la invasion y propagacion del
microorganismo en el huésped, cobrando vital importancia las proteinas Opa en este
momento de la relacion huésped-parasito (Rauck, C. 2003). El establecimiento de la
adhesion secundaria mediada por Opa es de caracter estable e irreversible, siendo los
principales receptores para estas proteinas bacterianas los antigenos carcinoembriogénicos
0 CEA Los miembros de la familia CEA: CEACAM1, CEACAM3, CEACAMS vy
CEACAMSG, son reconocidos por proteinas Opa, mientras que CEACAMS no esta sujeto a
reconocimiento por dichas proteinas asociadas a opacidad (Popps, A. 1999). El
reconocimiento de Opa a tan amplio grupo de receptores, se da mediante la presencia de
varios alelos opa dispuestos indistintamente a lo largo del genoma bacteriano (en el caso de
Neisseria gonorrhoeae pueden encontrarse hasta 11 alelos), los cuales son secuencialmente

homdlogos, pero antigénicamente distintos (Bhat et al, 1991; Kupsch et al, 1993). Cada
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alelo es constitutivamente transcrito, pero su traduccion varia en base a cambios en el
marco de lectura, estos cambios son determinados mediante pentdmeros repetidos
localizados en la secuencia lider (Stern et al, 1986) Es esta variacion traduccional la que
permite la generacion de una poblacion Gonococcal genotipicamente uniforme, pero
fenotipicamente heter6loga respecto a la presencia de Opa, pudiéndose encontrar en un
cultivo Gonococcal bacterias que expresen una, varias 0 ninguna variantes Opa, lo que
permite el reconocimiento de distintos receptores CEA ( en distintas lineas celulares) por
parte de un mismo cultivo de Neisseria gonorrhoeae (Popp, A.1999). Una vez reconocido
el receptor CEA por parte de Opa, establece una asociacion de caracter adherente intima e
irreversible, prosiguiendo con el agrupamiento de otros receptores CEA adyacentes al sitio
de union inicial Opa-CEA, resultando en la modificacion del citoesqueleto eucarionte,
permitiendo asi su introduccién por pinocitosis. Se ha reportado que las bacterias
Gonococcales internalizadas mediante Opa se encuentran rodeadas por fibronectina y

vitronectina dentro de la célula eucarionte (Popp, A.1999).

Transferencia genética y Evolucion molecular:

Los genomas bacterianos secuenciados (Blattner, 1997, Perna, 2001) y los estudios
recientes sobre genética de poblaciones de diferentes especies (Caugant, 1993; Selander,
1987; Souza, 1994) han mostrado que si bien las bacterias se han mantenido en relativa
estabilidad a nivel morfologico, los cambios en su genoma son dindmicos y continuos.
Parte de este dinamismo se debe a la adquisicion de secuencias de DNA las cuales pueden o
no conferir nuevas caracteristicas fenotipicas a la bacteria receptora. Este flujo de material

genético obviamente multilateral puede darse mediante dos vias principales:
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e Transferencia genética vertical: Es aquella en la cual la célula madre hereda el
material genético a la progenie mediante la division celular.

e Transferencia genetica horizontal: Es la transferencia de secuencias de DNA
mediada por material genético extracromosomico (fagos, plasmidos,
microvesiculas, elementos insercionales)

La transferencia genética horizontal es mas dindmica con respecto a la vertical en cuanto a
que una secuencia de DNA puede ser transmitida no s6lo a la progenie, sino a bacterias
adyacentes, incluso de diferentes especies, por ejemplo, en el caso de la conjugacion
plasmidica, se sabe que pueden transferirse genes que confieren resistencia a antibioticos o
metales pesados a la bacteria receptora, o en el caso de la infeccion por un bacteriéfago, la
transduccion de elementos genéticos que son transmitidos puede referirse a genes
modificantes de toxinas, adhesinas, invasinas, etc....

Aunque no se ha determinado el origen evolutivo de la Familia OMP, se sabe que el gen
lom es el ancestro de dicha familia, por lo que es probable la existencia en otros organismos

de secuencias de DNA relacionadas a lom.

Objetivo General:
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e Determinar la participacion del gen lom del bacteriéfago A en la adhesion de
Escherichia coli K12 a células bucoepiteliales humanas (CBH), y determinar la
presencia 0 ausencia de secuencias homodlogas en el cromosoma de otros

bacteriofagos y bacterias.

Objetivos Particulares:

e Determinar si el gen lom de A incrementa la adhesién de E. coli a células
bucoepiteliales humanas

e Explorar por PCR la presencia de secuencias homologas o similares al gen lom de A en

el cromosoma de distintos bacteriéfagos y bacterias.
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Materialesy métodos

Bacteriasy bacteriofagos.

Fueron utilizados 20 colifagos silvestres en este trabajo, los cuales fueron proporcionados
por el Dr. Luis Kameyama (CINVESTAV, México, DF), estos fagos fueron identificados

por el criterio de inmunidad y agrupados tal como se muestran en la siguiente tabla:

Grupo deinmunidad | Bacteriofago
| mep038
1I mep003
11 mep023
1AY mep043
\'% mep064
VI mepl67

VII mepl73
VIII mepl74
X mep213
X mep237
XI mep390
XII mep410
XIIT mep457
X1V mep460
XV mep506
XVI mep505
XVII mep535
XVIII W-I, mep123
XIX D80
XX HKO022
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Otros bacteriofagos de E. coli utilizados en este trabajo fueron: A+, A plach clgs7, 933W 'y
P-EIBA (donados por Gabriel Guarneros, CINVESTAV, México, DF), y A4 16-25 lom"
bor®, A16-25 lom" bor::TnphoA, A 16-25 lom::TnphoA bor” (donados por J. Beckwith,
Harvard Medical School, Boston, MA.).

Las cepas de E. coli K12 utilizadas en este trabajo fueron: C600 (F- thi-1 thr-1 leuB6
supE44 lacY1 tonA21 supE44), C600 (1) , ECOR-9 (donadas por G. Guarneros), AB1157
y sus liségenas (donadas por J. Beckwith) y W3110 (F- LAM- IN(rrnD-rmE)1 rph-1),
DH5a (¢80dlacZAM15,recAl,endAl,gyrA96,supE44,relAl,deoR,A(lacZY A-argF),
HB101(thi-1,hsd20(rg-,mp-,supE44,recA13,ara-14,leuB6,proA2,lacY 1,galK2rpsL20,F -
,K99-), TOP10 (F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl
araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (Str®) endAl nupG) y IM101 (supE,thi,A(lac-
proAB), F’,lacl’ZAM15) (coleccion de nuestro laboratorio).

Las cepas clinicas de Morganella morganii, Citrobacter freundii, Hafnia alvel y Klebsiella
spp. fueron aisladas a partir del tracto digestivo de Chirostoma humboldtianum;
Saphylococcus aureus, Salmonella typhimurium y Shigella flexneri son aislados clinicos
humanos. Todas las anteriores fueron donadas por Gloria L. Paniagua (CUSI, FES Iztacala,
UNAM, México).

Las cepas aisladas de campo Pasteurella multocida, Haemophilus paragallinarum A6 y
Actinobacillus pleuropneumoniae 5b fueron proporcionadas por el laboratorio BIOVETSA
(Tehuacan, Puebla.). Mannheimia haemolitica fue donada por Francisco Morales (INIFAP,

México).
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La cepas Haemophillus influenzae tipo b y Brucella abortus fueron donadas por Rosa del
Carmen Rocha y Elsa Castafieda Roldan respectivamente (ICUAP, Puebla, México).

La Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) dond las siguientes cepas: Aeromonas
hidrophyla (CECT #398), Aeromonas trota (CECT #4255), Aeromonas bestiarum (CECT
#4227), Aeromonas caviae (CECT #4222), Aeromonas enteropelogenes (CECT #4487),

Aeromonas sobria (CECT #4246) y Serratia marcescens (CECT #846T).

La cepa PAO1 de Pseudomonas aeruginosa y el bacteriofago temperado D3 fueron
donados por B.W. Holloway, Monash University, Australia. El fago FIZ15 fue aislado en
nuestro laboratorio a partir de un aislado clinico de Pseudomonas aeruginosa obtenido de
una herida infectada.

Los plasmidos utilizados para la realizacion de este trabajo fueron los siguientes: pUC19
(ori pMB1 amp' plac lacZ M13 polylinker) pUC18 (ori pMB1 amp’ plac lacZ mP18
polylinker) (Gibco co.), pKQV4 (ori pMB1 bla ptac lacZ laclq) (G. Olmedo,
CINVESTAYV, México), pCR2.1 TOPO TA cloning Kit (ori pMB1 amp' tet' plac lacZ
mP18 polylinker (Invitrogen) y pGFPuv (ori pMB1 amp’ mP18 polylinker plac gfpuv)
(Clontech Inc.). Las construcciones pUCI18lom, pVM102 6 pBR322ail, pUCI18rck y

pUC18ail fueron donados por S. Falkow (NY University, NY).

Reactivos, solucionesy medios de cultivo:
Todos los medios utilizados para crecer las bacterias se obtuvieron de Merck y
Biox6n de México. Estos fueron: Caldo nutritivo (CN), Caldo Luria (LB), Agar nutritivo

(AN), Caldo de soya y tripticasa (CST), Agar de soya y tripticasa (AST). El Agar suave
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(AS) para plaquear los fagos fue CN con 0.6% de Agar bacteriologico. Los experimentos
de adhesion se efectuaron en Tris-HCI1 0.1 N, pH 7.2 (Sigma Chemical Co.).

Buffer TE (10 mM Tris HCI pH 8.5; 1 mM EDTA); Soluciéon de precipitacion
(Polietilenglicol 8000 al 10% en NaCl 2.5 M); SM (NaCl 0.58g, MgSO, 0.2g, Sml Tris-

HCI1 1M pH 7.5, 0.5 ml gelatina al 2%, todo se mezcla, se afora a 100 ml y se esteriliza).

e Buffer de lisis para extraccién rapida de DNA plasmidico:

10mM Tris-HCI pH 8.0
1 mM EDTA

0.1 mg/ml BSA

0.2 mg/ml RNAsa A
15% sacarosa

2 mg/ml lisozyma

e Buffer de lisis para extracciéon de DNA cromosémico:

Tris-acetatos 40mM pH 7.8
Na Ac 20mM

EDTA 1mM

SDS 1%

RNAsa 10mg/ml
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e Fenol: Cloroformo

Mezclar cantidades iguales de fenol y cloroformo. Equilibrar la mezcla extrayéndola varias
veces con 0.1 mM Tris-HCI (pH 7.6). Almacenar la mezcla equilibrada bajo un volumen de

0.01 M Tris-HCI (pH 7.6) a 4° C en botellas de vidrio.

e Soluciones para extraccion de DNA plasmidico a pequeiia escala:

Solucion | Esterilizada
50 mM de glucosa
25 mM de Tris-HCI (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)
La solucion puede ser preparada en lotes de aproximadamente 100 ml, esterilizada sin
agregar glucosa a 10 Ib./in” y almacenada a 4° C. La glucosa debe ser esterilizada por
filtracion y agregada posteriormente.
Solucion Il Esterilizada
0.2 N de NaOH (Diluida a partir de una solucion 10 N)
1% de SDS
Solucion 111 Esterilizada
5 M de acetato de potasio 60 ml
Acido acético 11.5 ml
H,O 28.5 ml

El resultado de la solucién es 3 M con respecto al potasio y 5 M con respecto al acetato
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e TBESX
54 g Tris-base
27.5 g acido borico
20 ml EDTA 500mM pH 8

Seaforaallt
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M étodos:

Obtencién delisados fagicos:

Se obtuvieron placas aisladas del fago plaqueado sobre la cepa receptora en medio solido,
posteriormente con ayuda de una pipeta pasteur estéril se extrajo una placa y se resuspendio
en 10 ml de CN y 0.2 de un cultivo de bacteria sensible crecido durante toda la noche (ON);
esta suspension se incubd a 150 r.p.m. a 37°C y se midi6 absorbancia del cultivo durante 5
h. Al observarse un decaimiento de la absorbancia de aproximadamente 75%, se agregaron
20 ul de cloroformo y se incubd durante otros 15 minutos, al término se centrifugé a 15,000
r.p.m. /15 min. en microcentrifuga y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo estéril para su

almacenamiento a 4°C protegiéndolo de la luz directa (Maniatis, 1989).

Titulacion delisados:

A partir de los lisados de fagos obtenidos se realizaron las siguientes diluciones en CN: 107
y 107 . Se tomo 0.1 ml de cada dilucion y se mezclé con 0.2 ml de un cultivo de bacteria
sensible crecida ON y 3 ml de AS; se plaqued el contenido sobre cajas con AN y se incubd
a 37°C / 12h. Posteriormente se contd el namero de placas de cada dilucién, y se estimo el
titulo utilizando la siguiente ecuacion:

*ufp/ml = (no. Placas) / (val) (dil)

*ufp=unidades formadoras de placa

Ensayo de adhesién

La adhesion de E.coli K12 a células bucoepiteliales humanas se realizd6 por una
modificaciéon de los métodos descritos por Woods (1980) y Reid (1983). Las CBH se
obtienen de donadores adultos sanos por raspado de la mucosa oral con isopos estériles. Las

células se lavan tres veces con Tris-HCI 0.1 M pH 7.2, para eliminar las bacterias indigenas
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y se colectan por centrifugacion a 150 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. La
suspension celular se lava por centrifugacion y ajusta a 5 x 10* CBH/ml por conteo en una
camara de Neaubauer. Previamente, las bacterias se crecen en AST durante 18 h a 37°C o
18°C segun sea el caso, se colectan y se lavan tres veces con Tris-HC1 0.1 M pH 7.2. La
suspension bacteriana se ajusta a 5 x 10° bacterias/ml por medicion de la absorbancia a 590
nm.
Para el ensayo de adhesion se mezcla 1 ml de CBH con 1 ml de la suspension bacteriana y
la mezcla se incuba en un bafo con agitacion orbital a 37, 30 o 18°C / 50 r.p.m. durante 2 h.
La mezcla se lava tres veces con Tris-HCl 0.1 M pH 7.2 para eliminar las bacterias no
adheridas. Después del primer lavado se agregan dos gotas de eritrosina 3 (0.4 %) y una
alicuota de la suspension final se utiliza para preparar un frotis el cual se tifie con azul de
metileno al 0.4 %. El frotis se observa por microscopia Optica y se cuenta y promedia el
numero de bacterias adheridas a cada una de 40 CBH. En cada experimento se incluye un
control de CBH al que no se le afiadieron bacterias, para estimar el nimero de bacilos
indigenas adheridos (usualmente 1-3 por CBH).
Ensayo deinvasion.
El ensayo de invasion utilizado en este trabajo fue disefiado en el laboratorio de genética de
la UMF por el autor de este trabajo, y se divide en dos partes:

a) Insercion cromosémica del gen gfpuv en E.coli K12 TOP10

b) Ensayo de invasion bacteriana a CBH

Insercion cromosdmica del gen gfpuv en E. coli K12 TOP10.

A partir del plasmido pGFPuv (Clontech Inc.) se escindi6 por restriccion durante 1 hora /
37°C con Sapl y EcoRI el gen gfpuv, incluyéndose en esto el promotor plac, siendo

purificado el fragmento liberado a partir de un gel de electroforesis en agarosa al 1%.
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Paralelamente, se linearizé el plasmido pUCI18 (100 ng) con las mismas endonucleasas de
restriccion mencionadas anteriormente y defosforilé con 1 ud de fosfatasa alcalina de
ternera (CIP) durante 30 min., al término, se inactivo la reaccion 15 min. a 70°C y se
purificd por precipitacion etanolica (2 vol) y 1/10 vol. de Acetato de potasio SM pH 8.0,
resuspendiéndose el DNA en 10 ul de TE. Posterior a esto, se realizd la ligacion
intermolecular de pUC18 /Sapl/EcoRI y plac gfpuv a un radio 1:3 con 1 ud Weiss T4
ligasa, proporcionandose ciclos de 30 s / 30°C y 30s / 10s durante 16 hrs. Al término se
incluyo6 un ciclo de 15 minutos a 65°C a fin de inactivar la reaccion. Con la mezcla de
ligacion se transformaron células competentes TOP10 preparadas por el método de cloruro
de calcio (Sambrook et.al. 1989) y se plaquearon en medio A.N. + ampjqo, incubandose el
cultivo 16-24 hrs. a 37°C. Las colonias recombinantes fueron seleccionadas por
visualizacioén a 260 nm en condiciones de esterilidad.

Utilizando la técnica de lisis alcalina se extrajo DNA plasmidico de una de las colonias
tamizadas y se escindi6 un fragmento interno del origen de replicacion pMB1 por corte con
Hphl y Cail / 1h., el plasmido linearizado se purific a partir de un gel de agarosa al 1% y
se recircularizo con 1 unidad Weiss de T4 Ligasa proporcionandose condiciones de ciclado
de 30 s/ 30°C y 30s/ 10°C durante 16 hrs. Al término se incluy6 un ciclo de 15 minutos a
65°C a fin de inactivar la reaccion. Con esta ligacion intramolecular se transformaron
células competentes TOP10, e incubaron a 37°C durante 16 hrs., lapso durante el cual se
favorecio la recombinacion de la region plasmidica quimérica lacZ::plac/gfpuv::lacZ con la
region cromosdémica ®80lacZAM15 AlacX74 del genoma de TOP10 . Las colonias
recombinantes fueron tamizadas por visualizacion UV a 260 nm y escrutinidas de acuerdo a

pérdida de resistencia para amp;o. Se confirm¢é la ausencia en TOP10 de la construccion
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pUCI18 lacZ:: plac/gfpuv ApMBI1 por miniprep en el 10% de las colonias escrutinadas. Se
confirmo la insercion cromosomica de plac/gfpuv en el genoma de TOP10 por extraccion
de DNA genémico de ésta y amplificacion de gfpuv utilizando oligonucleotidos
complementarios al extremos 5" y 3" del gen gfpuv.

Ensavo de invasion a CBH.

Las CBH se obtienen de donadores adultos sanos por raspado de la mucosa oral con
hisopos estériles. Las células se lavan una vez por centrifugacion a 1750 r.p.m. / 15 min.,
con Tris-HC1 0.1 M pH 7.2, a fin de eliminar los restos de saliva y otros contaminantes. La
suspension celular se ajusta a 5 x 10° CBH/ml por conteo en una ciamara de Neaubauer.
Previamente, las bacterias que expresen la GFP se crecen en AST durante 18 h a 37°C, se
colectan y lavan tres veces con Tris-HCI 0.1 M pH 7.2. La suspension bacteriana se ajusta a
5 x 10° bacterias/ml por medicion de la absorbancia a 590 nm. Al término, se mezcla 1 ml
de CBH con 1 ml de la suspension bacteriana y la mezcla se incuba en un bafio con
agitacion orbital a 37°C / 30 r.p.m. durante 3 h. al término se agrega un exceso de
gentamicina a una concentracion final de 50 pg/ml a fin de lisar las bacterias adheridas a la
superficie celular, se incuba durante 20 min. a 37°C y se lava por centrifugacion con 2 ml
de Tris-HC1 0.1 N pH 7.2. Se realiza un frotis en portaobjetos y se visualiza la preparacion
por microscopia de fluorescencia a una longitud de onda de 260 nm y se cuenta el nimero

de bacterias que expresen GFPuv internalizadas en cada una de 40 CBH.

Extraccion de DNA de bacteridfagos.
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Para la extraccion de DNA fagico, se siguid la metodologia de lisados fagicos en placa
confluente en medio sélido de agarosa descrita por Sambrook et.al. 1989. Esta técnica
presenta la conveniencia de generar lisados de fago con alto titulo (10" ufp), para esto se
inoculan 10° ufp (o 50ul de una placa resuspendida en 1 ml de SM) con 100 pl de bacteria
sensible proveniente de un cultivo de toda la noche, la mezcla se incub6 por 20 min a 37°C;
posteriormente se plaqued la mezcla con 3 ml de AS sobre medio sélido a temperatura
ambiente. Las placas se incubaron hasta lisis total (alrededor de 8 h) hasta que se observo
confluencia entre las placas del lisado. Posteriormente se anadieron 5 ml de SM y se
incubaron las placas a 4°C durante varias horas (aproximadamente 6 h) con agitacion. Al
término la suspension se colectd con pipeta y se enjuago la superficie de la caja con 1 ml
extra de SM manteniendo de lado las cajas durante 1 minuto y colectando el SM sobrante
por aspiracion con pipeta. A este lisado se le afiadié 0.1 ml de cloroformo y se incubd en
agitacion durante 15 minutos, al término se centrifugd a 15,000 r.p.m. / 10 min / 4°C, se
decanto el sobrenadante a tubos nuevos estériles y se tituld, esperando un titulo de 10° ufp,
el cual es el idoneo para su precipitacion. Para llevar a cabo la precipitacion se afiadieron 4
ml de solucion de precipitacion por cada 30 ml de lisado y se incubo el tubo a 4°C durante
toda la noche en posicion vertical, o en un bafio agua-hielo durante 3 h., al término se
centrifug6 durante 20" a 4° C / 15,000 r.p.m. , al término se elimin6 el sobrenadante y se
invirtieron los tubos sobre un lienzo de papel a fin de eliminar lo mas posible los restos de
PEG-8000, ya que este puede inhibir reacciones enzimaticas posteriores. La pastilla de cada
tubo se resuspendio en 250 ul de agua desionizada estéril y el contenido de ambos se reunié

en un tubo eppendorf estéril nuevo. La solucion se incubd a 37°C con DNAasa (5 pg/ml) y

RNAasa (1 pg/ml) durante 5 min. Posteriormente se incub6 la preparacion a 65°C durante
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10 min. y a 0°C durante otros 10 min. Después se agregaron 250 ul de buffer TE y a
continuacion se agregaron 250 pl de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1). Se
agitdé en vortex a nivel medio por 2 min. Se centrifug6é a 15,000 r.p.m. durante 2 min. a
temperatura ambiente. La fase acuosa (superior) se pasé a otro tubo eppendorf estéril
nuevo. Se agitd en vortex 2 min. a nivel medio y después se microcentrifugd durante 2 min.
a temperatura ambiente y la fase acuosa se transfirié a otro tubo de microfuga. Se agregd
1/10 de volumen de acetato de sodio 3M pH 5.8 y 2.5 voliumenes de etanol absoluto helado;
se mezclo por inversion varias veces y se dejo precipitar el DNA a —20°C durante 1 h. Se
centrifugd a 15,000 r.p.m. /15 min. a 4°C. La pastilla se lavo dos veces por centrifugacion
con 1 ml de etanol al 70% y finalmente se resuspendi6 en 100 ul de agua inyectable estéril.

La integridad del DNA extraido se analiz6 en geles de agarosa al 0.8% (TBE 0.5X, 120
volts, 94 mA, 35 min), y se incluyeron 500 ng de DNA de lambda (Sigma) y 500 ng de
A Hind IIT a fin de verificar por densitometria optica el peso molecular y la concentracion
del DNA extraido (Maniatis, et.al 1989).

Extraccion rapida de DNA plasmidico:

Se centrifuga 1.5 ml de cultivo ON y se desecha el sobrenadante, el paquete celular se
resuspende en 50 pul de buffer de lisis y se incuba 5 min a temperatura ambiente, al término
los tubos se hierven en bafio maria durante 1 minuto, después se transfieren a hielo durante
un minuto para posteriormente centrifugarse durante 10 min/ 12,000 r.p.m. /4°C. Se
transfiere el sobrenadante a otro tubo y se le agrega un volumen de etanol frio al 100%,
mezclar por inversion 30 veces y se centrifuga a 12,000 r.p.m. /4°C/ 10 minutos, al término

se extrae el sobrenadante por aspiracion con micropipeta y se realizan dos lavados con

41



etanol 70% a temperatura ambiente. Al término, se seca la pastilla a 65 °C / 3 minutos y se
resuspende en 20 pl de agua desionizada estéril o MQ (Maniatis, et.al 1989).

Preparacion de DNA plasmidico a pequefia escala

Este protocolo es una modificacion de los métodos de Birnboim y Doly (1979) y Ish-
Horowicz y Burke (1981). Transfiera una colonia de bacterias a un tubo de ensaye que
contenga 2 ml de medio de cultivo con el antibidtico apropiado. Incubar el cultivo por toda
la noche a 37° C con vigorosa agitacion. Verter 1.5 ml del cultivo dentro de un tubo de
microfuga. Centrifugar a 12,000 r.p.m por 30 segundos a 4 °C. Almacenar el resto del
cultivo a 4° C. Remover el medio (sobrenadante) por aspiracion, dejando la pastilla celular
tan seca como sea posible. Resuspender el paquete celular en 100 pl de la solucion I fria,
por agitacion vigorosa en vortex. Agregar 200 ul de la solucion II. Cerrar el tubo
perfectamente, y mezclar el contenido por rapida inversion del tubo, 5 veces. Agregar 150
ul de la solucion III fria. Cerrar el tubo y mezclar con cuidado en vortex en posicion
invertida por 10 s para dispersar la solucion II a través del medio viscoso de las bacterias
lisadas. Almacenar en hielo por 3-5 min. Centrifugar a 12,000 r.p.m. por 5 min a 4° C.
Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo. Opcional: Agregar un volumen igual de fenol:
cloroformo. Mezclar por vortex. Centrifugar a 12,000 r.p.m. por 2 min a 4° C. Transferir el
sobrenadante a un tubo nuevo. Precipitar la doble cadena de ADN con 2 volumenes de
etanol a temperatura ambiente. Mezclar por vortex. Permitir que la mezcla se posicione
(repose) por 2 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 12,000 r.p.m por 5 min a 4°
C. Remover el sobrenadante mediante aspiracion cuidadosa. Poner el tubo en una posicion
invertida sobre papel para que todo el fluido drene. Remover el fluido adherido a las

paredes del tubo. Enjuagar la pastilla de la doble cadena de ADN con 1 ml de etanol al 70%
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a 4° C. Remover el sobrenadante como se describio en el paso 8 y permitir que la pastilla
de 4cido nucleico seque a temperatura ambiente durante 10 min. Redisolver el acido
nucleico en 50 pl de TE (pH 8.0) libre de DNAsa y conteniendo RNAsa pancreatica (20
ug/ml). Mezclar brevemente en vortex. Almacenar el DNA a —-20° C.

Extraccion de DNA Gendmico de Bacterias:

Centrifugar 1.5 ml de un cultivo saturado de la bacteria en cuestion (12,000 r.p.m. / Imin).
Retirar el sobrenadante y resuspender por pipeteo vigoroso en 200 ul de regulador de lisis.
Incubar a 37°C durante 15 min. Agregar 66 pl de NaCl 5M (para eliminar la mayoria de los
detritos celulares), mezclar bien por inversion y centrifugar a 12,000 r.p.m. durante 10min a
4° C. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar un volumen de cloroformo-
alcohol isoamilico 24:1 (alternativo antes del cloroformo, se puede agregar un volumen de
fenol pH 8 y retirar el fenol residual con cloroformo). Agitar por inversién por lo menos 50
veces, hasta formar una suspension. Centrifugar a 12,000 r.p.m. durante 3min. Transferir el
sobrenadante a un tubo nuevo y precipitar agregando el doble de volumen de Etanol
absoluto helado, lavar dos veces con 500 pl de etanol al 70%, secar la pastilla durante 1min
a 65°C y resuspender en 50 pl de TE 10:1 6 agua desionizada estéril.

Prepar acién de células competentesy transformacion de DNA plasmidico:

Se inoculan 5 ml de medio de crecimiento con una colonia aislada de la bacteria deseada, se
incuba ON en el medio de crecimiento y temperatura adecuadas; para E.coli
DH5a, JM101 y HB101 se incuba de 12 -16 hrs. en medio LB a 37°C / 200 r.p.m en baiio
orbital de agitacion. Al término se inoculan 30 ml de LB en un matraz de 250 ml con 1 ml
del cultivo previo, se incuba la mezcla a 37°C / 200-300 r.pm. en bafio orbital de agitacion

hasta alcanzar una densidad optica de 0.4 a 0.6 a 600 nm (aproximadamente 2 h para DH5a
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y HB101); al llegar a la densidad dptica deseada el cultivo se enfria cubriendo el matraz
con hielo durante 15 minutos, al término, se divide el cultivo en 2 tubos corex o falcon y se
centrifuga el cultivo a 7000 r.p.m. / 10 min / 4°C. Descartar el sobrenadante rapidamente y
se resuspende el paquete celular de cada tubo en 15 ml de CaCl, 0.1M estéril frio. Se
incuba en hielo de 2 a 4 h., al término, se centrifuga el cultivo a 7000 r.p.m. / 10 min / 4°C,
descartar el sobrenadante rapidamente y se resuspende el paquete celular en 2 ml de CaCl,
0.1M estéril frio y se adicionan 340 ul de glicerol 100% estéril frio. Se alicuotan 120 ul de
la suspension bacteriana en tubos de microfuga o nanofuga y se congelan en nitrogeno
liquido para su posterior almacenamiento a -70°C (Maniatis, et.al 1989).

Transformacion de DNA plasmidico:

Se descongelan en hielo 120 ul de células competentes y se les agregan entre 100 y 500 ng
de DNA mezcla de ligacion, en el caso de plasmido superenrollado se agregan 50 ng de
DNA y se incuba durante 30 min en hielo. Al término se da un choque térmico a la mezcla
a 42°C durante 2 minutos exactamente y se le agrega posteriormente 1 ml de LB sin
antibiotico, se incuba en agitacion (100-200 r.p.m.) durante 60 minutos en tubo de cultivo y
se espatulan 100 pl del cultivo en el medio de crecimiento y seleccion adecuado. Es
conveniente plaquear el resto del cultivo en otra caja concentrando por centrifugacién a un
volumen final de 100 pl (Maniatis et.al 1989).

Purificacion de DNA a partir de geles de agar osa:

Este método es modificacion de una técnica no publicada realizada en el laboratorio de la
Dra. Gabriela Olmedo Alvarez (CINVESTAV U. Irapuato, México). Se realiza una
electroforesis de la muestra deseada en agarosa de bajo punto de fusion (LMP) a 4°C, en un

carril se coloca una alicuota de dicha muestra y en otra el resto, es decir la mayor cantidad,
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posteriormente utilizando una navaja de bisturi estéril se corta el carril donde se corri6 la
alicuota y se tifie con bromuro de etidio. Después, se alinea sobre el transiluminador la
seccion del gel tefiida a un lado de la no tenida, ésta tiltima sobre una hoja de papel (libre de
cloro) a fin de protegerla de la radiacion UV, se visualiza la banda deseada y se corta a la
misma altura en el segmento no tefiido depositandose en un tubo de microcentrifuga nuevo
y estéril, donde se macera utilizando una pipeta pasteur con la punta recortada y sellada al
mechero, después se congeld a -70°C / 15 min, se descongela a 65° C y se agrega un
volumen de fenol: cloroformo a temperatura ambiente, se agita en vortex 30 segundos y se
congela la muestra a -70°C /15 min. Se descongela la muestra nuevamente a 65°C y
después se centrifuga a 15,000 r.p.m. / 5 min a temperatura ambiente. La fase acuosa se
transfiere a otro tubo, se extrae con un volumen de éter y se precipita con un volumen de
etanol absoluto helado y 1/10 vol de acetato de amonio 5M pH 8.0 y se lava dos veces con
etanol al 70% a temperatura ambiente. Al final la pastilla se seca a 65°C / 3 minutos y se
resuspende en 20 pl de agua d.i. estéril.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y clonacion del gen lom:

La estrategia para amplificar, clonar y expresar a A lom fue la siguiente: Se sintetizaron
oligonucleotidos complementarios a la cadena superior e inferior del gen lom, flanqueando
a partir del codon de inicio (oligonucleotido superior) hasta el codéon de término de la
transcripcion (oligonucleétido inferior), afiadiendo al oligonucleétido superior un sitio de
corte para EcoRI y al inferior uno para HindIIl. Una vez obtenido el producto por PCR se
visualizd por electroforesis en agarosa al 1% y a partir de ahi se purificoé el DNA,
posteriormente, se clon6 al vector pUC19 y se secuencio, este fragmento fue subclonado al

plasmido pKQV4 dando como resultado la construccion pOSlom.
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M etodologia parala amplificacién y clonacion del gen lom:

Para amplificar el gen lomde A se disend 1 par de oligonucle6tidos complementarios a los
extremos 5 (a partir del codon de inicio) y 3’ (hasta el codon de término de la
transcripcion) de la secuencia reportada para el gen lom del bacteriofago A en GeneBank
(No. Acc. AY342370, X55793), Se afiadieron los sitios de reconocimiento para EcoRI
(lomupper) y BamHI (lomlower). La secuencia de los primers diseiados fue la siguiente:

5 agagagaattcatgcgtaatgtgtgtatt 3 primer lomupper

5" tttttaagcttttagaatttataaccgacccca 3™ primer lomlower

Las condiciones para la amplificacion fueron las siguientes:

DNA A (500ng/ul) 200 ng
Primer upper 25 pmoles
Primer lower 25 pmoles
dntp mix (2.5mM c/u) 10mM
PCR Buffer 10x 1X
Platinum pfx 2.5 ud/ul  1.25ud

H,0 d.i. Aforar a 50 pl

Las condiciones de tiempo y temperatura fueron:

94°C 5 min 1 ciclo

94°C 30 seg
57°C 30seg 25 ciclos
68°C 45seg

68°C S min 1 ciclo

Se obtuvo el gen lom a partir de DNA de A amplificando con oligonucleétidos dirigidos al
extremo 5° y 3” del gen lom. Tanto el producto de amplificacion como el vector de
clonacion pUCI19 fueron cortados por restriccion a fin de exponer los extremos cohesivos

EcoRl y BamHI mediante la siguiente mezcla de reaccion:
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Componente Conc. Final Componente Conc. Final
Buffer cuts all 10X 1X Buffer cuts all 10X 1X
EcoRI 5ud/ml lud EcoRI 5ud/ml lud
BamHI Sud/ml lud BamHI 5ud/ml lud
lom 100ng/ul 700 ng pUC19 100ng/ul 500 ng
H,O d.i. Aforar a 10 pl H,O d.i. Aforara 10 pl
CIB lud/ul lud

Se incubaron las mezclas a 37°C / 1hr.; al término, se inactivaron las reacciones a 70°C /
10 min y por adiciéon de 1 volumen de fenol:cloroformo (1:1), se agité la mezcla en vortex
30 segundos y se centrifug6 a 15,000 r.p.m. / 5 minutos. Se recuper6 el DNA transfiriendo
la fase acuosa a otro tubo y se cuantific por densitometria en electroforesis de agarosa al
1% (TBE 0.5X, 120 volts, 94 mA, 35 min) utilizando como marcador de peso molecular
A HindIII (500ng/ul). La induccion de la expresion del constructo pOSlom se realizé por
duplicado, agregando IPTG 0.1 mM ¢ 1.0 mM (concentracion final) respectivamente,
utilizando como control al plasmido sin inserto durante el periodo de crecimiento en AST.
La mezcla de DNA recombinante se transformé a E. coli K12 mediante la técnica de
Cloruro de Calcio reportada por Sambrook et.al. en 1989, el medio de seleccion fue

AN+amp100

(100pg/ml), en el caso de las transformantes portadoras de la construccion
pUC19lom, se seleccionaron colonias 3-galactosidasa positivas y f-galactosidasa negativas
agregando 40 pl de IPTG 100mM y 40 ul de X-Gal (40ug/ul). Para realizar el escrutinio de
las colonias transformantes, se extrajo DNA plasmidico de aquellas colonias J-

galactosidasa negativas, las cuales se sometieron a analisis de restriccién para detectar las

colonias recombinantes portadoras del gen lom. Posteriormente, y de manera previa a la
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mezcla de bacterias y CBH, se reindujo la expresion de pOSlom agregando ImM 6 0.1mM

de IPTG durante 10 minutos a 37°C en agitacion.

Exploracion por PCR de secuencias homologas a lom en distintos cromosomas

Con el fin de rastrear, aislar, secuenciar y analizar las secuencias putativas relacionadas a
lom en otros cromosomas, se extrajo DNA cromosdémico o fagico mediante las técnicas
descritas anteriormente. Se disefiaron oligonucleotidos especificos contra el extremo 5" y
3" de lom, la secuencia de estos primers fue la siguiente:

5 cgtaatgtgtgtattgccgttgc  3° lomupp

5" agcaaccccagccaatatttaag 3 lomlow

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

DNA 200 ng
Primer lomupp 25 pmoles
Primer lomlow 25 pmoles
dntp’s 2.5mM 10mM
PCR Buffer 10x 1X

Taq 2.5 ud/ul 1.25ud

H,0 d.i. Aforar a 50 pl

Los productos de amplificacion obtenidos fueron examinados por electroforesis en gel de
agarosa al 1% (TBE 0.5X, 120 volts, 94 mA, 35 min). Algunos de los productos de
amplificacion fueron clonados en el vector pCR2.1 utilizando el Kit TOPO pCR2.1 TA
cloning Kit (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Secuenciacion de gen lom, secuencias lom- likey miembros dela familia OMP:

Se obtuvo la secuencia del gen lomy las secuencias putativas “lom like”, asi como de los 4
miembros de la familia omp clonados utilizando un secuenciador automatico Genetic

Analizer Mod. 3100, la quimica de secuenciaciéon empleada fue ABI Prism BigDye
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Terminator Chemistry y se realizo en el laboratorio de secuenciacion de la UBIPRO, FES
Iztacala, UNAM. En el caso de los productos clonados en TOPO pCR2.1, la secuenciacion
se realiz6 utilizando los primers M13 Reverse Primer y T7 promoter. En el caso de los
productos que no fueron clonados, se purificaron a partir del gel de electroforesis utilizando
la técnica descrita anteriormente y se secuenciaron usando los primers lomupper y
lomlower.

Los miembros de la familia omp clonados en pUCI8 se secuenciaron utilizando
oligonucleotidos universales M13 forward y M13 reverse. Todas las secuenciaciones

fueron realizadas por duplicado a fin de confirmar la integridad de la reaccion.
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Resultados

El gen lom del bacteriofago A incrementa la adhesion de E. coli K12 a CBH

Con €l propésito de averiguar el papel que desempefiael genlomo cualquier otrode A en €
incremento de la adhesion de E. coli (L) a CBH, se midi6 esta propiedad de virulenciaala
cepa AB1157(A plac clgs7), este profago presenta una sustitucion de la regiéon b por €
operdn lac de E. coli, eliminando asi 1/3 del extremo 3" de lomy 3 ORF's rio abgo.
Debido a carécter termosensible del represor Clgs;, 10s ensayos de adhesion realizados a
esta lisdgena se efectuaron a 30°C. Los valores obtenidos muestran un decremento en la
adhesion mediada por Aplac clgsy en comparacion con agquella observada para AB1157 (A+)
(Tabla 1R, filas 1, 4-7), lo que indica que laregion b de & estainvolucrada en el incremento
en la adhesion y que ésta a su vez no varia a 30°C con respecto ala observada a 37°C; sin
embargo, debido a que no solo esta incompleto lom en A plac clgs; medimos adhesion a
lisbgenas portadoras de profagos mutantes por insercion del transposon TnphoA en lomy
bor. Los valores de adhesion obtenidos muestran que € profago mutante A 16-25
lom::TnphoA bor* no media incremento alguno en la adhesion a CBH, mientras que en
AB1157 () 16-25 bor::TnphoA lom") € nivel de adhesion es comparable a los observados
en la cepas AB1157 (A")y AB1157 (A 16-25 lom" bor™). Al insertarse TnphoA en una
posicion del genoma de A distinta a la de lom (TnphoA::bor) el incremento en la adhesion

prevalece (Tabla 1R: filas 5, 7-9).
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Tabla 1R: Adhesion de Escherichia coli K12 a CBH mediada por A lom.

Cepa Profago / Plasmido Bacterias/ CBH °
37°C 30°C 18°C
Ninguna Ninguno 19+0.14 241+1.49 1.8+ 0.46
C600 Ninguno 194+ 1.50 * 2.8+ 0.65
C600 A+ 31.0+£0.25 * 9.9+ 0.65
AB1157 Ninguno 188+ 1.90 21.4+3.24 2.3+£0.08
AB1157 A+ 30.9+£0.15 334+4.04 7.8+0.32
AB1157 A plac clgs; * 23.8 + 3.69 *
AB1157 A 16-25 lon+ bor+ 321+0.13 * *
AB1157 A 16-25 lom+ bor:: TnphoA 31.9+0.06 * *
AB1157 2 16-25 lom:: TnphoA bor + 22.8+0.14 * *
JM103 Ninguno # 21.4+2.01 * *
JM103 pKQV4 @ 20.8+1.17 * *
JM103 pOSlom 2 35.56+1.90 * *
HB101 Ninguno # 1.98+ 0.23 * *
HB101 pKQV4 2 101+ 041 * *
HB101 pOSlom 2 13.54+ 1.89 * *

& Lainduccion con IPTG 0.1 6 1mM no mostro diferencias significativas en cuanto a niveles de adhesion por
lo que se muestraen latablael promedio de ambas (véase Material y métodos).

P Media+ desviacion estandar de 3 ensayos independientes.

" Ensayos no realizados

Los niveles de adhesiéon a CBH mostrados por la cepa portadora del profago A 16-25
lom:: TnphoA son inferiores alos de E.coli (A1+) y similares alos de su contraparte isogénica
libre de fago; sin embargo, debido a que TnphoA es un derivado del transposon Tnb, el cual
se sabe que presenta efecto polar, decidimos clonar a gen lom en e plasmido pKQV4 y
medir adhesion a la clona resultante a fin de sustraer a lom de la influencia del contexto
genético de A. Los valores obtenidos muestran que € gen lom clonado incrementa la

adhesion de E. coli IM101(pOSlom) a CBH en comparacion a su contraparte isogénica
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carente de plasmido y a la cepa control portadora del plasmido sin lom (TablalR: filas 10-
12).

Lom no depende del mecanismo de regulacion de pili tipo K99.

Con €l propodsito de determinar si Lom es un pili tipo K99 o se regula bajo los mismos
mecanismos que éstos, decidimos medir adhesion a E. coli K12 (A+) y (A lom+) en ausencia
de pili, para lo cual seguimos dos estrategias. 1) Inhibir la sintesis y el ensamblaje de pili
K99 redlizando los ensayos de adhesion a 18°C; y 2) transformando la construccién
pOSlom ala cepa HB101, la cual esincapaz de producir pili K99. Los ensayos realizados a
18°C muestran que la adhesion mediada por lom en C600 (A+) y AB1157 (A+) prevalece a
esta temperatura mientras que la dada por pili K99 se abate a niveles comparables con los

delacepacontrol (TablalR: filas 1-5; Fig. 1R)

CBH sin bact 37°C C600/CBH 37°C

C600A/CBH37°C C600A/CBH 18°C

Fig. 1R: Micrografiasde E.coli K12 adherida a CBH a distintas temper aturas
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El gen lom favorecelainvasion de E.coli K12 a CBH.
Al ser lom el ancestro del gen ail, relacionado con adhesion e invasion de Yersinia
enterocolitica a células eucariontes (Heffernan, et.a 1992), decidimos evaluar €l papel de
lom en lainvasién de E.coli K12 a CBH, paralo cual, disefiamos un método basado en €l
gen reportero gfpuv (véase material y métodos). Los resultados obtenidos muestran un

incremento en lainvasion de la cepa TOP10 lacZ::gfpuv (A+) a CBH en comparacion con

la cepano lisdgenay la cepa portadora del profago A plac cI857 (Tabla2R).

Tabla 2R: Invasion de E.coli K12 a CBH

Cepa Gen reportero Bacteriéfago Bact/CBH
TOP10 Ninguno Ninguno 0
TOP10 gfpuv Ninguno 4+0.2
TOP10 ofpuv At 10+0.18
TOP10 gfpuv A plac c1857 4.25+0.21

*Media+ desviacion standard de tres ensayos independientes

Evolucion molecular del gen lom
Exploramos por PCR la distribucion secuencias homélogas a gen lom en distintos
cromosomas fagicos y bacterianos. Utilizando los oligonucledtidos y condiciones de PCR
descritas en la seccién de material y métodos se obtuvieron productos de PCR en la
mayoria de los genomas bacterianos y fagicos estudiados, algunos de ellos fueron clonados

para su posterior secuenciacion (Figura 3R, 4Ry 5R)
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Fig.3R Electroforesis de productos de amplificacion
lom “like” en distintos cromosomas fagicosy bacterianos

1.-MWM A HindIll

2.- FIZ15 lomlike

3.- mep503 lom like

4.- E. coli DH5a lomlike

5.- A. pleuropneumoniae ser. 5b lomlike
6.- A. sobria lomlike

7.- P. multocida lom like

8.- 2 lom

Agarosa 1%, TBE 0.5X, 120V 94mA 35




Fig.4R Electroforesis de productos de amplificacion
lom “like” en distintos cromosomas fagicosy bacterianos

1.-MWM A Hindlll

2.- H. paragallinarum lom like
3.- S. aureuslomlike

4.- 933W lomlike

5.- P. aeruginosa

6.- A. hydrophila

7.- control negativo
8.-S. marcescens

Agarosa 1%, TBE 0.5X, 120 V 94mA
35
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Fig.5R Analisisderestriccion de productos de amplificacion A lomy “lom like”
clonadosen pCR2.1

8 10 11 12 13

1- A Hindlll

2.- pCR2.1 sin cortar

3.- pCR2.1 A lom/ EcoRI/HindIl|

4. - pCR2.1 H. influenzae lom like / EcoRI/Hindl 1|
5.- pCR2.1 D3 lomlike/ EcoRI/HindIl|

6. - pCR2.1 mepl123 lomlike/ EcoRI/HindIlI

7.- A Hindlll / EcoRI

8. - pCR2.1 EcoRI/HindllI

9.- pCR2.1 A .bestiarum lomlike / EcoRI/Hindll|
10. - pCR2.1 A. caviae lomlike/ EcoRI/HindllI
11.- pCR2.1 lomlike/ EcoRI/HindllI

12. - FIZ15 EcoRl / Hindll1I

13. - D3 EcoRlI / Hindl Il

14. - A HindllI

Agarosa 1%, TBE 0.5X, 120 V 94mA 35
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S6lo P. aeruginosa y A. trota no mostraron amplificacién con los oligonuclettidos
utilizados; de los deméas genomas analizados a partir de los cuales si hubo amplificacion, se
obtuvo la secuencia de los productos de amplificacion y se compararon por alineamiento en
computadora con la secuencia de A lom (Multiain Interface Software. Corpet F, 1988). Los
productos de amplificacion obtenidos a partir de DNA gendémico de S. marcescens, 933W,
P-EIBA, S. aureusy A. caviae poseian mayor indice de homologia con otros miembros de
lafamilia OMP. Para efectos de este trabajo nos concentraremos en aquellas que mostraron
similitud significativa con lom. Estos fueron secuenciados y depositados en la base de datos

de NCBI GeneBank (http://www.nchi.nlm.nih.gov) bajo los siguientes nimeros de acceso:

Organismo fuente GeneBank Nombre No. pb
Acc.No.

Bacteriofago 4 AY 342370 cig 621
Bacteri6fago FI1Z15 AY 342371 cigF-like 572
Bacteriofago D3 AY 342372 cigD-like 572
Bacteriofago Mep503 AY 342373 cigs-like 552
Escherichia coli DH5« AY 342374 cigDSlike 576
Aeromonas sobria AY 342375 cigAs-like 593
Pasteurella multocida AY 342376 cigP-like 594
Haemophilus paragallinarum A6 AY 342377 cigHp-like 759
Bacteriofago Mepl73 AY 342378 cigl-like 630
Bacteriofago Mep123 AY 342379 cigl2-like 630
Actinobacillus pleuropneumoniae 5b | AY 342380 cigAp-like 595
Morganella morganii AY 342381 cigM-like 616
Hafnia alvel AY 342382 cigHa-like 610
Citrobacter freundii AY 342383 cigC-like 610
Escherichia coli DH5« AY 342384 cigDL-like 1245

L as secuencias fueron alineadas individua mente entre si mediante € software PAIRWISE
BLAST (Tatiana A., 1999); las interrelaciones a nivel de similitud y divergencia de cada
una de las secuencias entre si se muestran en la matriz contenida en la Tabla 3R.

Posteriormente se realizo el alineamiento de todas las secuencias como grupo tal como se
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observa en la figura 6R. Se realizaron fenogramas y &rboles radiales tanto de la subfamilia
lom como de la familia omp en relacion ala subfamilia lom; esto con el fin de determinar
las posibles relaciones filogenéticas entre ellos (Multiain Interface Software. Corpet F,

1988).
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Alom D3 FIZ A.sob | P.mul Hpab M173 | M123 | Ap5b | DH5sh DH5lo | Mmor Halv | Cifre M503
Alom | s=621 S=526 S=544 | S=568 S=570 S=556 S=561 S=561 S=500 | S=557 S=557 S=179 S=190 | S=120 S=552
1=100% | 1=98% 1=99% | 1=99% | 1=99% 1=98% 1=99% | 1=99% | 1=96% | 1=99% 1=99% 1=87% 1=80% | 1=76% 1=100%
G=0% G=0% | G=0% G=0% G=1% G=0% G=0% G=1% | G=0% G=0% G=1% G=1% | G=1%
D3 S=526 S=572 S=554 | S=510 S=504 S=490 S=479 S=452 S=478 | S=471 S=471 S=154 S=180 | 1S=59/69 S=473
1=98% 1=100% | 1=99% | 1=97% | 1=97% 1=97% 1=98% | 1=96% | 1=95% | 1=97% 1=97% 1=78% 1=79% | I=75/85% | 1=98%
G=0% G=0% | G=0% G=0% G=1% G=0% G=0% G=0% | G=0% G=0% G=1% G=3%/0% G=0%
FlZ S=544 S=554 S=572 | S=528 S=522 S=508 S=497 S=470 S=496 | S=489 S=489 S=172 S$=192 | =113 S=491
1=99% 1=99% I=100% | 1=98% | 1=98% 1=98% 1=99% | 1=97% | 1=96% | 1=98% 1=75% 1=80% 1=79% | 1=75% 1=99%
G=0% G=0% G=0% G=0% G=1% G=0% S=0% G=0% | G=0% G=0% G=1% G=0% | G=1% G=0%
A.sob | S=568 S=510 S=528 | S=593 S=541 S=514 S=514 | S=487 S=478 | S=508 S=508 S=176 S=189 | S=117% S=514
1=99% 1=97% 1=98% | 1=100% | 1=98% 1=98% 1=98% | 1=97% | 1=96% | 1=98% 1=98% 1=80% 1=80% | 1=76% 1=99%
G=0% G=0% G=0% G=0% G=1% G=0% G=0% G=0% | G=0% G=0% G=1% G=0% | G=1% G=0%
P.mul | S=570 S=504 S=522 | S=541 S=594 S=511 S=523% | S=499 S=493 | S=519 S=519 S=165 S=188 | S=110 S=521
1=99% 1=97% 1=98% | 1=98% | 1=100% | 1=97% 1=97% | 1=97% | 1=96% | 1=98% 1=98% 1=80% 1=80% | 1=77% 1=99%
G=0% G=0% G=0% | G=0% G=2% G=0% G=0% G=1% | G=0% G=0% G=0% G=1% | G=1% G=0%
Hpa6 | S-556 S=490 S=508 | S=514 S=511 S=759 S=550 | S=523 S=457 | S=506 S=506 S=170% | S=172 | S=111 S=501
1=98% 1=97% 1=98% | 1=98% | 1=97% 1=100% | 1=97% | 1=96% | 1=96% | 1=97% 1=97% 1=80% 1=79% | 1=77% 1=98%
G=1% G=1% G=1% | G=1% G=2% G=1% G=1% G=1% | G=1% G=1% G=1% G=1% | G=2% G=1%
M173 | S=561 S=479 S=497 | S=514 S=523% | S=550 S=630 | S=603 S=465 | S=541 S=541 S=146 S=176 | S=88 S=539
1=99% 1=98% 1=99% | 1=98% | 1=97% 1=97% 1=100% | 1=98% | 1=97% | 1=98% 1=98% 1=79% 1=80% | I=75% 1=99%
G=0% G=0% G=0% | G=0% G=0% G=1% G=1% | G=0% G=0% G=1% G=0% | G=2% G=0%
M123 | S=561 S=452 S=470 | S=487 S=499 S=523 S=603 S=639 S=440 | S=517 S=517 S=110 S=145 | s=67 S=521
1=99% 1=96% 1=97% | 1=97% | 1=97% 1=96% 1=98% | 1=100% | 1=96% | 1=97% 1=97% 1=75% 1=76% | 1=75% 1=98%
G=0% G=0% S=0% | G=0% G=0% G=1% G=1% | G=0% G=0% G=0% G=0%
Ap5b | S=500 S=478 S=496 | S=478 S=493 S=457 S=465 S=440 S=595 | S=459 S=459 S=144 S=182 | S=100 S=469
1=96% 1=95% 1=96% | 1=96% | 1=96% 1=96% 1=97% | 1=96% | 1=100% | 1=96% 1=96% 1=79% 1=78% | I=77% 1=97%
G=1% G=0% G=0% | G=0% G=1% G=1% G=1% G=1% G=1% G=1% G=1% G=1% G=0%
DHB5sh | S=557 S=471 S=489 | S=508 S=519 S=506 S=541 S=517 S=459 | S=576 S=576 S=154 S=184 | S=96 S=532
1=99% 1=97% 1=98% | 1=98% | 1=98% 1=97% 1=98% | 1=97% | 1=96% | 1=100% 1=100% | 1=80% 1=80% | 1=78% 1=99%
G=0% G=0% G=0% | G=0% G=0% G=1% G=0% G=0% G=1% G=1% G=0% | G=2% G=0%
DH5lo | S=557 S=471 S=489 | S=508 S=519 S=506 S=541 S=517 S=459 | S=576 S=1239 S=145 S=168 | S=66/51 S=532
1=99% 1=97% 1=75% | 1=98% | 1=98% 1=97% 1=98% | 1=97% | 1=96% | 1=100% 1=100% | 1=78% 1=78% | 1=79/89% 1=99%
G=0% G=0% G=0% | G=0% G=0% G=1% G=0% G=0% G=1% G=1% G=0% | G=0/6% G=0%
Mmor | S=179 S=154 S=172 | S=176 S=165 S=170% | S=146 S=110 S=144 | S=154 S=145 S=580 S=176 | S=216 S=147
1=87% 1=78% 1=80% | 1=80% | 1=80% 1=80% 1=79% | 1=75% | 1=79% | 1=80% 1=78% 1=100% | 1=80% | 1=82% 1=79%
G=1% G=1% G=1% | G=1% G=0% G=1% G=1% G=0% G=1% | G=1% G=1% G=1% | G=1% G=0%
Halv S=190 S=180 S=192 | S=189 S=188 S=172 S=176 S=145 S=182 | S=184 S=168 S=176 S=575 | S=178 S=186
1=80% 1=79% 1=79% | 1=80% | 1=80% 1=79% 1=80% | 1=76% | 1=78% | 1=80% 1=78% 1=80% 1=100 | 1=79% 1=80%
G=1% G=0% | G=0% G=1% G=1% G=0% G=0% G=0% G=1% % G=1% G=0%
Cifre | S120 S=50/69 | S=113 | S=117% | S=110 s111 S=88 S=67 S=100 | S=96 S=66/51 | S=216 S=178 | S=526 S=89%
1=76% I=75/85% | 1=75% | 1=76% | I=77% 1=77% 1=75% | 1=75% | 1=77% | 1=78% 1=79/89% | 1=82% 1=79% | 1=100% 1=74%
G=1% G=3%/0% | G=1% | G=1% G=1% G=2% G=2% G=1% | G=2% G=0/6% | G=1% G=1% G=1%
M503 | S=552 S=473 S=491 | S=514 S=521 S=501 S=539 S=521 S=469 | S=532 S=532 S=147 S=186 | S=89% S=552
1=100% | 1=98% 1=99% | 1=99% | 1=99% 1=98% 1=99% | 1=98% | 1=97% | 1=99% 1=99% 1=79% 1=80% | 1=74% 1=100%
G=0% G=0% | G=0% G=0% G=1% G=0% G=0% G=0% | G=0% G=0% G=0% G=0% | G=1%

Tabla3 R: Matriz de Alineamiento entrecruzado individual de secuenciaslom like provenientes de distintos or ganismos.
Se presentan abreviaturas de |os organismos a los cual es pertenece la secuencialom like analizada.

S= score bits I=Identity percentage G=Gap percentage
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Fig.6R.- Alineamiento de la subfamilia lom. Las regiones de color rojo indican alto indice de
homologia en los distintos clusters o agrupamientos (>90%), |as regiones en azul indican indice de homologia
medio (>50%) y las regiones en color negro bgjo indice de homologia (>1%). Las lineas punteadas indican
gaps en €l cluster.
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Secuenciasregulatorias del gen lom del bacteriofago A
A fin de determinar los probables mecanismos de regulacion de la expresion del gen lom de
A, decidimos analizar in silico las secuencias circundantes a éste, tanto dentro como fuera
de laregion b de A. Mediante € andlisis Matlnspector V2.2 (Quandt, K et a, 1995) Se
localizaron secuencias regulatorias en la region intergénica J-lom; por otro lado, en la
misma region intergénica y laregion 3° de J fue determinada una probable estructura de
terminacion de la transcripcion (Fig. 10R) mediante analisis RSSP (RNA Secondary

Structure prediction Software; Brodsky, L.1. 1992).

TGAgtgtgttacag aggt tcgtccgggaacgggcegttt tattat aaaacagt gagagg
gaacgA TG

Codon detérmino Shine-Dalgarno
del gen J
CajaTATA
v (o70) Cododn de inicio de
lom

Region regulatoria -35

Fig. 11R.- Region intergénica J-lom y probables secuenciasregulatoriasde la
transcripcion.
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FiglOR.- Putativo terminador delatranscripcién del gen J
localizado en la region inter génica J-lom.




Regiones conser vadas de la proteina Lom

El andliss CDART (Conserved Domain Architecture) y CDS (Conserved Domain
sequence) (Marchler-Bauer A, et a 2003) mostré la presencia de secuencias consenso y
arquitectura de dominios atamente conservados con otros relacionados a proteinas
asociadas a opacidad (Opa) (Fig. 12 R). El mismo patrén de asociacion a Opa resulto de la

traduccion in silico de las 14 secuencias lom-like (dato no mostrado).

25 0 75 10n 125 150 175 206

-
COG3I637

-

Score E
PSSM’s producing significant alignments: (bits) value
gnl|CDD|12960 COG3637, COG3637, Opacity protein and related surface antigens... 75.0 6e-15

Conserved domain length = 199 residues, 100.0% al i gned

Score = 75.0 bits (184), Expect = 6e-15

Fig. 12R.- Andlisisin silico de secuencias conservadasy arquitectura de dominiosen la
proteina A Lom. La recta numérica en negro representa la secuencia de la proteina Lom,
alineado a COG3637 en rojo la cual representa las secuencias consenso para distintas

proteinas asociadas a opacidad.
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Discusion:

El papd del gen lom en la adhesion de E.coli K12 a CBH.

Como se puede observar en latabla 1R, e fago A incrementa la adhesion de su lisbgena a
CBH en un orden de aproximadamente 10 bacterias por cdlula (Tabla 1R filas 2-5), siendo
nuestra hipétesis que dicho incremento se debe al producto del gen lom del bacteriéfago A.
Cabe mencionar la presencia del profago criptico RAC en el minuto 30.76" del genoma de
E.coli K12 cepa C600. El andlisis in silico de la secuencia de DNA de dicho profago
muestra la presencia de un fragmento homdlogo al extremo 5° del gen lom en RAC llamado
lomR (figura inferior), por lo que, de codificarse algun producto a partir de éste, careceria
de los dominios que, en proteinas de la misma familia, son los responsables del incremento

enlaadhesiény / o invasion.

Fragmento lomR del profago criptico RAC en el genoma de E.coli K12.

Hnaﬁ HnaH S‘E_R_ »
_ _'tr_‘ll;<l3 Ldat | omF: .

1423213 0 1 1 1 L 1 1 L 1427213

LEGEND
LIS = pRMA W ERHA
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Por otro lado, si bien la cepa C600 posee a RAC, la cepa AB1157 no porta profago alguno,
y si muestra un comportamiento fenotipico similar, en cuanto a niveles de adhesiéon se
refiere al de la cepa C600 (Tabla 1R filas 2,5). Es por lo anterior que descartamos
participacion alguna del profago RAC en laadhesién de E.coli K12 mediada o no por A.

Los valores totales de adhesion tanto de la bacteria no lisdgena como de aguella lisbgena
para A+ se mantienen similares cuando los ensayos se realizan a 37°C 0 a 30°C (Tabla 1R
filas 4,5) por lo que se deduce que esta variaciéon de temperatura no causa efecto alguno
sobre laadhesion, y que € decaimiento en la adhesion de la cepa lisdgena para\ plac cl857
se debe en primerainstancia a la sustitucion de laregion b del cromosoma fagico por e gen
lacZ de E.coli (Tabla 1R fila 6). Aunque en este punto puede asegurarse que laregiéon b de
A estdimplicada en el incremento en la adhesiéon de E. coli a CBH, no puede determinarse
el papel de lom en este fenotipo, ya que si bien la sustitucién de laregién b por € gen lacZ
abarca la mayor parte del extremo 3" de lom, también se encuentran ausentes por
sustitucion 4 posibles marcos de lectura localizados rio abgjo de lom. En el caso de la cepa
AB1157(A16-25 lom::TnphoA bor+) se observa que los niveles de adhesion se abaten a
niveles comparables alos de la cepa no lisdgena, |o que sugiere fuertemente que el gen lom
esta implicado en el incremento en la adhesion mediada por A (Tabla 1R filas 4,9). La
sustitucion 16-25 en & no media efecto alguno, toda vez que en la cepa AB1157 A16-25 bor
+lom+ €l nivel de adhesion se mantiene similar a de la cepa lisdgena para A+ (Tabla 1R
filas 5,7). Asi mismo, € incremento en la adhesion no se encuentra modificado positiva o
negativamente por € producto proteico de TnphoA, ya que a localizarse éste transposon

insertado en una posicion en e genoma de A distinta alom, no se modifican los valores de
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adhesion (Tabla 1R fila 8). Sin embargo, debido a que TnphoA es un derivado del
transposon Tn5, al cual se ha atribuido la capacidad de gercer efecto polar en genes
subsecuentes a aquel donde se encuentra insertado, no puede afirmarse que el gen lom sea
el responsable directo o Unico del incremento en la adhesion mediada por A , toda vez que
cabe la posibilidad de presentarse efecto polar sobre los 4 marcos de lectura rio abajo de
lom. Por lo anterior, decidimos clonar a gen lom en un pldsmido de expresion a fin de
evaluar su efecto en E. coli K12 fuera del contexto genético de A; para lo cual, medimos
adhesion a CBH ala cepa portadora de la construccion pOSlom, tal como se describe en la
seccion de material y métodos. Los resultados muestran un incremento en la adhesion
mediado por el gen lom clonado en comparacion a la cepa portadora del plasmido sin
inserto y a su contraparte isogénica libre de plasmido (Tabla 1R filas 10-12), lo que permite
concluir que e gen lom del bacteriéfago A es e Unico responsable del incremento en la
adhesion de E.coli K12 aCBH.

Existe un dato interesante respecto a los niveles de adhesion observados para la cepa
portadora de la construccion pOSlom en relacion a lainduccion de la expresion del inserto
lom, el lector debe notar que tanto al inducir con 0.1 mM como a 1mM de IPTG, los niveles
de adhesion para E. coli IM103 (pOSlom) se mantienen no solo iguales entre si (razon por
la que se opt6 por mostrar en latabla 1R filas 10-12, e promedio de los valores arrojados
para ambas concentraciones de IPTG), sino también similares respecto a los de E. coli
(A). Tomando en cuenta el coeficiente de afinidad del IPTG por € represor Lacl y la
relacion equimolar entre ambas establecida en una reaccion de induccion, se ha reportado
gue agregando IPTG a una concentracion final de 1mM, se induce € secuestro ddl represor

Lacl al 100%, y la consecuente expresion de la secuencia que se encontrase bajo la orden
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del promotor lac, en este caso € gen lom (Lewin, B. 2000) ; por lo que en teoria, puede
asumirse que agregando 0.1 mM IPTG, debera decaer en 90% la expresion de lom. Sin
embargo, el fenotipo observado para lom clonado no decae respecto a nivel de induccion
proporcionado; a partir de esta observacion puede suponerse la existencia de sitios Unicos
de anclgje para Lom en la membrana de la bacteria, 0 bien una saturacion de los putativos
receptores en la célula eucarionte, 1o que determina la estabilizacion en los niveles de
adhesion, asi mismo, el numero bajo de proteina Lom disponibles en |a bacteria resultaria
suficiente para la activacion de los procesos patogénicos conferidos por ésta, o que habla
de la eficiencia del mecanismo de accién de Lom.

M ecanismo de adhesion de la proteina Lom.

Si bien queda confirmado que €l gen lom por si mismo incrementa la adhesion de E. coli a
CBH, no queda claro hasta este punto e mecanismo de accion de la proteina Lom. Se
pueden desprender varias hipétesis acerca de esto extrapolando los mecanismos mas
usuales de adhesién reportados para E. coli K12. La primera de ellas es que la proteina Lom
fuese una adhesina tipo Pili K99 (la adhesina primaria mas comin en E. coli); sin embargo,
esta afirmacion pierde fuerza debido a la divergencia significativa a nivel de secuencia
aminoacidica y de DNA que se observa entre ambas (dato no mostrado), aunque esto no
descartaria que lom pudiese compartir mecanismos de accién o regulacion similares a los
de pili tipo K99.

Una segunda hipétesis es que la participacion de Lom en el incremento en la adhesion sea
por procesos de tipo catalitico mas que por € resultado de interacciones electrostéticas de
Lom con un receptor en la célula eucarionte. Como proceso catalitico nos referimos a la
exposicion de otras estructuras adherentes en la membrana bacteriana que permitieran un

incremento en la adhesién, esta sobreexposicion podria estar dada por la inclusion de Lom
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en la membrana externa de E. coli y el consecuente rearreglo de ésta, o bien, por un
rearreglo del citoesgueleto bacteriano por efecto de Lom que permitiese potenciar €l efecto
de otros procesos adhesivos o invasivos.

Una tercera hipltesis postularia que € carécter adherente de Lom fuese un estado
transitorio de un fenotipo de naturaleza més global, probablemente un proceso de
internalizacion celular como aquel favorecido en Y. enterocolitica por la proteina Ail
(Heffernan et a 1992).

L os ensayos realizados a 18°C excluyen el efecto adherente mediado por pili tipo K99, ya
que se ha reportado que a esta temperatura la sintesis y €l ensamblaje de las subunidades
de éstos se abate (Isaacson, R. 1982). Como se puede observar en latabla 1R filas 1-5, €
efecto de lom prevalece a 18°C, mientras que aquel mediado por pili tipo K99 se abate, lo
gue indica que Lom no es un pili tipo K99 o0 no comparte mecanismos regulatorios con
éste. Sin embargo, |saacson reporté en 1983 la presencia de subunidades formadoras de pili
no ensambladas en la bacteria a 18°C, dando esto lugar a la suposicién, débil pero
razonable, de que Lom funcionase ensamblando éstas unidades; sin embargo, esto queda
descartado a anaizar los valores de adhesién mostrados por la cepa HB101(pOSlom);
donde el efecto de adhesidén observado no corresponde a la formacién de pilus sino al
efecto adherente conferido por Lom, toda vez que la cepa HB101 es incapaz de sintetizar
subunidades formadoras de pili, por 1o que se concluye que € producto del gen lom no es
unaadhesinatipo pili K99.

Internalizacion bacteriana mediada por lom.

Como ya se ha mencionado, el gen lom es considerado el ancestro de una familia de 5
genes relacionados con virulencia, entre ellos €l gen ail de Y. enterocolitica, € cual esta

relacionado con adhesion e invasion (Heffernan et al 1992); por 1o que medimos esta Ultima
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propiedad de virulencia a la cepa portadora del gen lom clonado, utilizando un método
nuevo desarrollado en nuestro laboratorio basado en la utilizacion del gen reportero gfp.

Si bien existen diversos métodos para evaluar la capacidad invasiva de E. coli, la mayoria
de éstos son llevados a cabo utilizando células en cultivo, las cuales presentan diferencias
con las células utilizadas in vivo en cuanto a receptores y otros componentes celulares, éstas
diferencias pueden impedir la observacion de algunos procesos patogénicos bacterianos.
Otros ensayos realizados in vivo, aunque mas certeros, resultan largos y laboriosos. Nuestro
ensayo permite la rdpida evaluacion de multiples muestras utilizando bacterias que
expresan la proteina verde fluorescente (GFPuv); sumando a esto la ventgja que supone la
utilizacion de células bucoepiteliales obtenidas frescas, permitiendo asi una aproximacion
mas exacta a las condiciones propias de la bacteria en un sistema bioldgico abierto. Otra
ventgja mas que supone nuestro ensayo, es la eiminacién total del fondo contaminante
durante € conteo de bacterias invasivas, ya que a 260 nm (pico maximo de excitacion por
radiacion UV para la GFPuv) no pueden observarse, mediante microscopia de
fluorescencia, bacilos indigenas (Tabla 2R fila 1).

El andlisis de los datos mostrados en la tabla 2R permite concluir que lainvasion de E.coli
K12 Topl0 se incrementa en presencia del gen lom, toda vez que E.coli K12/ToplO(A+)/
pGFPuv, fue capaz de invadir en el orden de 10 bacterias por célula (tabla 2R fila 3),
mientras que E. coli K12 ToplO/pGFPuv (Aplac cI857) mostré un decaimiento en la
invasion a CBH de aproximadamente 60%, equiparable a los niveles invasivos observados

paralacepano lisbgena (tabla 2R filas 2,5).
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Evolucion molecular del gen lom vs. patogénesis.

L os resultados mostrados en las figuras 3R, 4R y 5R muestran productos de amplificacién
unicos para cada cepa analizada en €l rango de 621 a 759 pb (excepto en la cepa E. coli
DH5aq, en la cua se obtuvieron dos productos de amplificacién, uno de ellos compuesto
por 1245pb). Lo anterior sugiere un ato grado de conservacion y especificidad en los
extremos 5 y 3" de las secuencias lom-like en los genomas analizados, esto a pesar de
compartir secuencias codificantes consenso de integracion a membrana externa con otros
genes. Dicha especificidad en e extremo 3", concuerda con o reportado por Barondess y
Beckwith en 1995, respecto a la localizacion de proteinas Lom en la membrana externa de
cepas clinicas de E. coli lisdgenas para fagos lambdoides, utilizando para esto un
anticuerpo de reconocimiento especifico paralos Ultimos 6 aminoacidos de Lom.

Por razones que seran aparentes mas adelante, se propone e cambio de nomenclatura del
gen lom a gen cig, y utilizaremos indistintamente ambas nomenclaturas de acuerdo al
contexto que se maneje.

El alineamiento entrecruzado independiente de las secuencias obtenidas, muestra un alto
indice de homologia entre ellas (Tabla 3R), resultando cigC-like (C. freundii) el miembro
mas distante del grupo, seguido de cigHa-like (H. alvei) y cigM (M. morganii). Estas 3
secuencias provienen de cepas aisladas del tracto digestivo de C. humboldtianum, por lo
que la adhesion de éstos microorganismos al epitelio entérico resulta relevante, y por ende,
todas aguellas moléculas que promuevan su adherencia deberan ser consideradas de gran
importancia selectiva.

La secuencia cigDL-like (E.coli DH5al0) muestra ser la mas algjada filogenéticamente del

subgrupo conformado por cigH-like, cigC-like y cigM. Ambas secuencias presentes en
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E.coli DH5a. ( cigDL-likey cigDS-like) poseen homologia con otra encontrada mediante el
andlisisin silico del profago criptico RAC del minuto 30.76” del genomade E.coli K12, la
cual se encuentra interrumpida por secuencias 1S5 relativas a Tnb, asi mismo, rio arriba de
este gen lom defectivo, se encuentra un fragmento incompleto homologo al gen Jde A y rio
abajo de la secuencia lom defectiva se localiza un fragmento homologo a gen gp37 v,
posterior a éste, se ubica una secuencia homdloga a orf206 localizado a la derecha
inmediata de lom en el genoma de A en laregion b. Estas observaciones son similares alas
reportadas por Cagens, S. en € 2003 respecto a la composicion genotipica del profago
RAC, lo que nos sugiere la que laregion b y secuencias contiguas en A, pudiesen funcionar
como “manchas calientes’ de recambio de secuencias, permitiendo asi la transferencia
genética horizontal y / o vertical. No es gratuito que € gen lom esté localizado en esta
“mancha caliente” de recambio, ya que las mutaciones en esta regiéon de A no afectan los
procesos de multiplicacion del fago, 1o que permite una mayor “elasticidad” en cuanto a
pérdiday / o ganancia de secuencias.

El resto de las secuencias mostradas en la tabla 3R muestra un indice de homologia entre
96 y 100%, asi como indices de gaps menores a 1% (<10 gap’s por secuencia), lo que
obviamente nos refiere ala gran conservacion de las secuenciaslomy lom-like, si sumamos
a esto la gran distribucién que ya hemos referido, hablamos entonces de una secuencia que,
merced alos fenotipos que confiere, resulta muy ventajosa para la bacteria portadora.

El alineamiento grupal de las secuencias lomy lom-like mostrado en la figura 6R, muestra
que la similitud entre éstas es altay alo largo de toda la secuencia, incluso en la secuencia
larga aislada a partir de DH5a. (DH5a10) se presenta una pequefia region de homologia en

el extremo 5°, seguido de un extenso gap previo a la region compartida con las deméas

73



secuencias, lo que indica que aun siendo interrumpida ésta secuencia mantiene intacto el
marco de lectura correspondiente. El andlisis filogenético desarrollado a partir de este
alineamiento grupal confirma lo antes mencionado relativo a que las secuencias cigH-like,
cigC-like y cigM-like conforman el grupo filogenéticamente mas aleado de resto de la
subfamilia lom (Fig. 7R, 9R); sin embargo, este alggamiento no se debe a mutaciones
puntuales 0 deleciones extensas, sSino a un intercambio de posicién de “clusters’.
Heffernan y cols en 1992, propusieron a lom como €& ancestro de la familia OMP,
basdndose en las distancias relativas observadas entre ellos a nivel de secuencia
aminoacidica, sin embargo; de acuerdo a la comparacion filogenética de la familia OMP y
la subfamilia lom presentada aqui (Fig. 8), podemos concluir que no es €l gen lom de
A, Sino su similar aislado a partir de C. freundii la secuencia que puede considerarse como
ancestro de la familia OMP, ya que es la méas algada en cuanto a concordancia de
secuencia nucleotidica, presencia de gap’s y ordenamiento de clusters se refiere. En
contraste, la secuencia DH5L0 es la mas cercana a gen rck, e cua es e miembro de la
familia OMP filogenéticamente mas proximo a la subfamilia lom, seguido por DH5Sh,
Hpaby A lom.

Regulacion dela expresion de lom.

Rio arriba del gen lom se localizan 4 marcos de lectura abiertos, la traduccién in silico de
éstos en los 24 marcos de lectura posibles no describieron secuencias conservadas de
regulacion o unién a DNA.

El gen lom se localiza ala derecha del gen estructural tardio J, con base en esto, se logré

determinar una regién intergénica que consta de 61 nucleétidos, contando a partir del
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nucledtido inmediato siguiente al de término del gen J, hasta aguél inmediato anterior a
codon deinicio de lom.

Analizando respecto a gen J, se determind dentro de ésta region intergénica un probable
terminador para éste (Fig. 10R), el cual posee la estructura clasica de tallo y asa, pero con
una AG positiva, lo que indica poca estabilidad en su estructura secundaria, y por lo tanto,
un reducido control sobre laterminacion de J, pudiendo afectar esto la expresion de lom por
sobrelapamiento de mRNA, o antiterminacion por ruptura espontanea de la estructura del
terminador.

Por otro lado; en la misma region intergénica, pero analizando respecto a lom se
identificaron regiones consenso similares a las reportadas para las secuencias Shine-

Dalgarno, TATA vy region -35 (Fig. 11R). La secuencia TATA predicha posee afinidad de
unién por la subunidad 670, la cua ha sido descrita como de “economia domestica” (Lewin

B. 2000) , por lo que no requiere una subunidad sigma especial, sumado esto a que no
localizamos alguna region operadora en la zona intergénica, o que sugiere que lom se
expresa de manera constitutiva.

Acerca dela naturaleza molecular delom.

De acuerdo a los datos mostrados anteriormente, surge una pregunta obligada: ¢el gen lom
es una adhesina 0 una invasina ?. Comparando los datos de adhesion con los que
reportamos para invasion, se observa que mientras el incremento en la adhesion es de
aproximadamente 50%, la invasion es favorecida en € orden de 150%, 10 que sugiere que
Lom puede funcionar como invasing, y que €l efecto adherente observado no es sino €

resultado de bacterias en proceso de invasion. Sin embargo, més ala del punto de vista
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estadistico, es importante notar que en ausencia de pili (tabla 1R filas 1-5, 13-15) se
encuentran bacterias adheridas ala superficie celular eucarionte.

Unainvasing, en el sentido estricto, involucra un proceso capaz de internalizar ala bacteria
unavez que ésta se ha adherido a la superficie celular mediante procesos independientes no
necesariamente dirigidos a la posterior internalizacion, un gjemplo de esto es la adhesion de
S. typhimurium mediada por pili, la cual es independiente del sistema de secrecion tipo 1,
responsable (entre otros procesos) de la internalizacion bacteriana (Hueck, C., 1998). En €
caso del gen lom, éste se basta por si mismo no solo para favorecer la invasion bacteriana,
sino también, la adhesion en ausencia de otros ligandos tales como pili K99, por 1o que lom
no puede ser considerado estrictamente una adhesina o una invasina, sino un factor de
internalizacion capaz de realizar ambos eventos de manera independiente.

La busqueda in silico de dominios consenso en la secuencia aminoacidica predicha para
Lom (Fig. 12R), muestra la presencia de regiones atamente conservadas, asi como una
arquitectura de dominios protei cos concordantes con aquellos reportados para la familia de
proteinas relacionadas a factores de opacidad (OPA). La importancia de esta observacion
reside en la naturaleza intrinseca de las proteinas OPA, las cuales han sido ampliamente
descritas principalmente para los géneros Neisseria spp. (Hauck, C. 2003) y Streptococci
spp. (Katerov, V. 2000), relacionandoseles a procesos patogénicos tales como adhesion e
invasion a epitelios, transduccion de sefiales, entre otros. La naturaleza adhesiva e invasiva
de Lom, concuerda con el comportamiento fenotipico reportado para las proteinas Opa de
N. meningitidis (Hauck, C. 2003), N. gonorrhoeae (Popp, A. 1999), S. aureus (Foster, T.
1998) y S pyogenes (Katerov, V. 2000). Asi mismo, la estructura terciaria para Lom
predicha en este trabajo (dato no mostrado), sugiere que ésta presenta un plegamiento tipo

B - barrel, exponiendo a exterior de la bacteria 4 loops similares en secuenciay estructura a
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aquellos dominios Opa consenso de unién a receptores pertenecientes a la familia CEA
(Popp, A. 1999).

Popp y cols. han sugerido la probable existencia de secuencias relacionadas a opa en otros
géneros; sin embargo, hasta donde sabemos, éste es el primer reporte de un gen opa portado
por un bacteriéfago y més aln, en E.coli K12. Se sabe que en proteinas Opa del género
Neisseria spp. existen dos dominios variables y dos hipervariables a nivel de secuencia, los
cuales son espaciamente intercambiables (Popp, A. 1999), lo que puede correlacionarse
con la divergencia en cuanto a la posicion de “clusters’ en la secuencia de DNA de genes
homdlogos alom aislados a partir de las cepas de campo de C. freundii , M. Morganii y H.
alvei.

En e genoma de E.coli K12 cepa DH5a se encuentran 2 secuencias lom-Like (tres, s la
bacteria es infectada por 1), 10 que puede correlacionarse con observaciones realizadas en
N. gonorrhoeae, en cuyo genoma se han identificado hasta 11 versiones de genes opa
secuencialmente relacionados pero cuyos productos son antigénicamente distintos (Bhat, K.
1991), Cada uno de éstos aelos son constitutivamente transcritos, pero su traduccion es
“fase-variable” como resultado de cambios RecA-independientes en el nimero de unidades
repetidas de pentanucledtidos codificantes localizados en la secuencialider. Estavariacion
da como resultado la expresion diferencial de variantes Opa antigénicamente distintas,
generando una poblacion fenotipicamente heteréloga, la cual presenta al mismo tiempo
una, varias, o ninguna proteina Opa, permitiendo asi, ladiversificacion de la poblacién en
cuanto a reconocimiento de distintos receptores, y por consecuencia de distintas lineas

celulares (Stern et al, 1986). Por lo anterior no resulta extrafia la presencia de dos 0 méas
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secuencias lom en el genoma de E.coli K12 DH5« debido a la ventgja selectiva que puede
representar su expresion.

Bajo e mismo tenor de variabilidad fenotipica puede explicarse la presencia de genes lom-
like en las cepas analizadas en este trabgjo, ya que la expresion de éste significaria una
ventaja selectiva parala bacteria portadora.

El gen cig.

En 1979, Reeve y Shaw designaron a lom en base a la localizacion de su producto en la
membrana externa de minicélulas; sin embargo, creemos que ésta definicion de lom no es
apropiada tomando como base las observaciones expuestas en este trabajo respecto al
fenotipo que confiere, asi como a la amplia distribucion y alta conservaciéon a nivel de
secuencia, proponemos e cambio de nombre a gen cig , siglas correspondientes a
Conserved Internalization Gene. De la misma manera, las secuencias de DNA reportadas en
este trabajo filogenéticamente relacionadas a A cig, se denominaran cig-like( ) seguido de
la abreviatura correspondiente a organismo a partir de cuyo genoma fueron aislados. Este
cambio en la nomenclatura de lom permitiraidentificar a esta secuencia de A de acuerdo al

fenotipo que confiere a E.coli K12.
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