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1 RESUMEN

Las espiroquetas del género Leptospira son el agente etiologico de la leptospirosis, una
enfermedad infecciosa y contagiosa de importancia en los animales v seres humanos. Esta
enfermedad se presenta en ambientes urbanos v rurales de paises de todo el mundo. Actualmente
se reconocen de 9 a 12 genoespecies con mas de 250 serovariedades (SVs) patdgenas que eslan
agrupadas en 23 serogrupos v 60 SVs no patogenas. La gran diversidad serologica entre
leptospiras, se atribuve a la diferencia entre la estructura v composicion del lipopolisacarido (LPS).
Por lo tanto. la mavoria de los trabajos sobre inmunidad en contra la leptospirosis se enfocan al
estudio del LPS, que es el antigeno de superficie mas importante de Leprospira. Otros antigenos de
superficie que se han estudiado en Leprospira, son las proteinas de la membrana externa (PMEs).
Las PMEs se han utilizado en ensayos de inmunidad obteniendo resultados medianamente
satisfactorios. Algunas de estas proteinas muestran homologia con proteinas del sistema de
secrecion tipo II (SST-II), que es el principal sistema por el cual la mayoria de las bacterias Gram
negativas secretan proteinas como enzimas y toxinas. El presente trabajo tuvo como objetivo
principal: identificar v secuenciar el gen gspD; v gspk; que codifica para una proteina del SST-II
supestamente localizada en la membrana externa. de L. biflexa serovariedad Patoc, donde aun no
se han identificado PMEs relacionadas con el SST-II. Los resultados obtenidos mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), revelaron que la serovariedad Patoc posee genes que
codifican para proteinas del SST-1I y éstas son similares a sus homologos en leptospiras patdgenas,
ademas, al analizar la estructura secundaria de las proteinas se aprecia que su constitucion es muy
similar entre leptospiras v semejante con homoélogos de otras bacterias Gram negativas.

Palabras clave: Leptospira, serovariedad Paloc, sistema de secrecion tipo I1 (SST-II), proteinas de

membrana externa (PME), reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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ABSTRACT

The spirochaetes of the genus Leprospira are the causative agent of leptospirosis, an infectious and
contagious disease of importance in animals and humans. Leptospirosis appears in urban and rural
environments in araund The world. Currently. 9 to 12 genospecies are recognized, with more than
250 pathogenic serovars (SVs) that are grouped in 23 serogrups and 60 nonpathogenic SVs gruped
in 3 serogrups. The great serological diversity between leptospires is attributed to the difference
between the structure and composition of the lipopolysaccharide (LPS). Therefore, most of the
works to immunity in leptospirosis are focused on the study of the LPS. that is the most important
antigen surface of Leptospira. Other surface antigens that have been studied in Leptospira, are the
outer membrane proteins (OMPs). The OMPs have been used in immunity tests obtaining
encouraging results. Some of these proteins show homology with proteins of the type Il secretion
system (T2SS) This system is responsible for secretion of external cellular enzymes and toxins by
a wide variety of Gram-negative bacteria. In the present work we identified and sequenced gspD;,
and gspkr, genes that codifys for two proteins of the T2SS. The product of gspDr. is putatively
located in the outer membrane of L. biflexa serovar Patoc. The results obtained by the polymerase
chain reaction (PCR), revealed that serovar Patoc has genes that codify for proteins of the T28S
and these are similar to their homologues in pathogenic leptospires. in addition, analyzing the
secondary structure of the encoded proteins their constitution is similar between leptospiras and
their homologues in other Gram-negative bacteria.

Key words: Leptospira biflexa, Patoc, type Il secretion system (T2SS). outer membrane proteins

(OMP), polymerase chain reaction (PCR).



2 INTRODUCCION

2.1 Leptospirosis

La leptospirosis es una zoonosis, ésto es, transmitida de los animales al hombre, que prevalece en
el mundo con brotes emergentes vy es producida por espiroquetas patogenas del género Leptospira
(Hartskeerl, 2005; Levett, 2001). Es una enfermedad infecciosa que se trasmite por contacto con
orina de animales infectados o con cualquier medio liquido contaminado con esta bacteria (Levett,
2001). La enfermedad se presenta en ambientes urbanos y rurales de paises desarrollados vy
subdesarrollados (Bharti ef al., 2003).

Los signos clinicos que se presentan en el ser humano vy en los animales son muy variados
(Levett. 2001). La mortalidad causada por estos microorganismos en humanos es significativa
(350.000 a 500.000 casos graves de leptospirosis anualmente en el mundo, Hartskeerl. 2005) en
algunas regiones del mundo, como India o el sureste de Asia v regiones tropicales de América
como Brasil, Cuba y Centroamérica. Sin embargo, la enfermedad esta presente también en el resto
del mundo con presentaciones subclinicas asi como sintomatologia muy diversa que incluye:
hemorragias, mialgias, artralgias. ictericia v otros asociados a insuficiencia renal (Bharti ef al,
2003).

En animales domésticos de produccion, como bovinos, pequeiios rumiantes y cerdos. hay
pérdidas economicas significativas que generalmente se asocian con abortos e infertilidad v
disminuciéon de la produccion lactea. Por otro lado, en animales de trabajo, deporte vy compaiiia
como équidos v caninos se pueden observar cuadros clinicos muy diversos que hacen dificil su
diagnostico (Richtzenhain er al., 2002; Ellis, 2005).

En términos generales. la infecciéon se caracteriza. por causar dafio a: higado. riflones.
pulmones, cerebro. placenta v musculos (Faine ef al., 1999). Algunos de los nombres con los que
se conoce esta enfermedad son: enfermedad de las porquerizas. enfermedad de los porqueros.
enfermedad de Stuttgart, enfermedad de Weil. fiebre de los arrozales. fiebre canicola, fiebre de los

cafiaverales. fiebre del cieno. ictericia espiroquética (Acha v Szyfres, 2001; Chin. 2001).



2.2 Etiologia

Anteriormente, la clasificacion del género Leprospira se basé en las propiedades patogénicas del
microorganismo, lo cual dio como resultado dos especies: L. inferrogans que agrupaba a todas las
serovariedades patogenas v L. biflexa que agrupaba a las serovariedades saprofitas. Actualmente,
el género incluye las siguientes siete especies patogenas v dos especies indeterminadas:
L. alexanderi, L. borgpetersenii, L. fainei, L. inadai, L. interrogans, L. kirschneri,
L. noguchii, L. santarosai v L. weillii. Ademas, hay tres especies apatogenas L. biflexa,
L. meveri. L. wolbachii. Hay cuatro genoespecies que no han sido clasificadas taxonémicamente
(Brenner ef al., 1999). Las especies actuales se han establecido a partir de estudios basados en
homologia de ADN y ensayos de hibridacion de acidos nucleicos (Faine et al, 1999; Levett,

2001).

2.3 Clasificacion Taxonémica

El género Leptospira se encuentra clasificado en el Phylum y Clase Spirochaetes, Orden de los
Spirochaetales v Familia Leptospiraceae; esta Familia esla compuesla por los géneros: Leplonema,
Leptospira v Turneria (Cavalier-Smith, 2002)." Todas las leptospiras son morfolégicamente
similares, pero en el fenotipo y genotipo hay diferencias. Es por esto, que los criterios
convencionales para la clasificacion bacteriologica (caracteristicas de cultivo, actividad vy
propiedades quimicas), no son suficientes para la clasificacion de las especies patogenas de
Leptospira (Faine er al., 1999).

La clasificacion serologica de esta bacteria contintia en la organizacion de serogrupos v
termina con la designacién de serovariedades, cuando las serovariedades comparten similitud de
antigenos son agrupadas dentro de un serogrupo (Kmety and Dikken, 1993; Faine er al., 1999).

Los serogrupos, no estan exactamente definidos y no tienen una implicacién taxondémica, estos

1 http://www ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/



fueron creados por el numero creciente de serovariedades, de tal manera que fue apropiado hacer
grupos pequeiios donde las serovariedades incluidas tienen un alto grado de homogeneidad y
relacion antigénica. Los serogrupos tienen utilidad para el diagnéstico y para realizar analisis
epidemiologicos. Las pruebas que se realizan para agrupar a las serovariedades en serogrupos y
para designar a las serovariedades son pruebas de aglutinacion con sueros hiperinmunes generados
en conejos e incluye la de aglutinacion microscopica (AM) vy la prueba de absorcion cruzada, asi
como la identificacion con anticuerpos monoclonales (Kmety and Dikken, 1993; Faine er al.,
1999).

Mas recientemente, se han utilizado analisis de patrones de fragmentos de ADN generados
por digestion con endonucleasas de restriccion y otras técnicas moleculares, como secuenciacion
de los genes rrs (16S) v rrl (23S) del acido ribonucléico ribosomal (ARNr) (Perolat er al., 1990;
Ramadas ef al., 1992: Postic et al.,2000).

Actualmente, se reconocen 28 serogrupos que agrupan alrededor de 300 serovariedades,' de
los cuales 23 agrupan poco mas de 250 serovariedades patdgenas v de éstas, 228 serovariedades
estan completamente caracterizadas (Brenner er al, 1999; Faine er al., 1999). Existen algunas
serovariedades que incluyen subtipos. como el caso de la serovariedad Hardjo. con los subtipos
Hardjoprajitno y Hardjobovis. Es importante mencionar que estos dos subtipos pertenecen a dos
distintas especies (L. interrogans v L. borgpetersenii respectivamente), pero son serologicamente
indistinguibles, aun utilizando anticuerpos monoclonales (Farrelly er al., 1987. de la Peia-
Moctezuma, 1999). En el Cuadro 1 se enlistan las especies actualmente reconocidas del género
Leptospira v en el Cuadro 2 los serogrupos. Segun Kmety y Dikken (1993), es importante
mencionar que, cuando se describe una serovariedad, se deben incluir: nombre de la serovariedad,
nombre de la cepa tipo, serogrupo al que pertenece, especie genélica a la que pertenece, pais de

origen v la fuente del aislamiento.

1 http//www .pasteur.{t/recherche/Leptospira/Stramns . html. 2006
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Cuadro 1. Especies de Leptospira y 4 genoespecies.

Leptospira alexanderi*
Leptospira biflexa
Leptospira borgpetersenii *
Leptospira fainei
Leptospira inadai °
Leptospira interrogans *
Leptospira kirschneri *
Leptospira meyeri

9. Leptospira noguchii *
10. Leptospira santarosai *
11. Leptospira weillii *

12. Leptospira wolbachii ©
Genoespecie |
Genoespecie 3
Genoespecie 4
Genoespecie 5

SAI RS R I o

o))

=

=

a = patogena; b = indeterminada; c¢= saprofitica.
http://www.ncbi.nlm nih. gov/Taxonomy/Browser/

2.4 Caracteristicas generales del género Leprospira

El método estandarizado para observar espiroquetas como Leprospira es la microscopia de campo
oscuro (CO) en preparaciones humedas o bien mediante tinciones argénticas. como Levaditi o
Warthin Starry. aplicadas a tejidos. (Quinn ef al., 1994).

El cuerpo de este microorganismo es helicoidal o en forma de espiral sutil, que mide de 6 a
20 um de largo por 0.1 a 0.2 um de ancho. Es altamente movil gracias a un mecanismo de dos
flagelos periplasmicos (endoflagelos) que se sitian entre el espacio de la pared celular v la
membrana externa, insertos en un cuerpo basal v estan anclados en los extremos de la espiroqueta.
Los discos del cuerpo basal donde se anclan, son similares a los de las bacterias Gram negativas.
El movimiento que generan es de rotacion sobre su eje central, contorciéon vy translocacion por

movimientos ondulatorios (Ritchie and Ellinghausen, 1965. Holt, 1978. Quinn er al., 1994). Es
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importante sefialar que, estos endoflagelos estan compuestos en su mayoria por proteinas muy

similares a flagelinas vy son termoestables a 60° C (Holt, 1978).

Cuadro 2. Serogrupos del genero Leptospira

Niimero Serogrupo Serovariedad Cepa
Representativa

1. Andamana * Andamana CH 11

2. Auslralis Australis Ballico

3. Autumnalis Autumnalis Akivami A

4. Ballum Ballum Mus 127

5. Bataviae Bataviae Swart

6. Canicola Canicola Hond Utrech 1V

7 Celledoni Celledoni Celledoni

8. Codice * Codice CDC

9. Cvnopteri Cvnopteri 3522 C

10. Djasiman Djasiman Djasiman

11. Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V

12. Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis

13, Holland * Holland WaZ Holland

14, Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae RGA

15. Javanica Javanica Veldrat Bataviae 46

16, Louisiana Louisiana LSU 1945

17. Lyme* Lyme 10

18. Manhao Manhao 4 L1130

19. Mini Mini Sari

20. Panama Panama CZ 241

21. Pomona Pomona Pomona

22. Pyrogenes Pyrogenes Salinem

23, Ranarum Ranarum ICF

24. Sarmin Sarmin Sarmin

25. Sejroe Hardjo Hardjobovis ¢
Hardjoprajitno

26. Semaranga * Patoc Patoc |

27. Shermani Shermani 1342K

28. Tarassovi Tarassovi Mitis Johnson

Serogrupos del género Leptospira. incluye los serogrupos de especies patdgenas y
no patogenas (¥). nuevos serogrupos (+). Todos con la serovariedad y la
cepa de referencia utilizada para determinar identidad antigénica. (http://

www. ncbi. nlm. nih.gov/ Taxonomy/Browser/; Faine ef al., 1999).




Sin los endoflagelos. Leptospira no tiene movilidad v pierde los ganchos de los extremos,
caracteristicos del género (Bromley and Charon, 1979: Picardeau er al, 2001). Ademas, la
presencia de los ganchos en los extremos se ha asociado como un factor de virulencia en estudios
en conejillo de indias y hamster (Faine and Hoeden. 1964). La cubierta o pared (cilindro
protoplasmatico), esta formada por el complejo del peptidoglicano, constituido por acido
muramico, glucosamida v acido diaminopimélico y la membrana externa tiene una organizacion
muy similar a la de las bacterias Gram negativas (Adler and de la Pefia-Moctezuma, 2004).
Quimicamente, las leptospiras estan compuestas por: 46.0% de proteinas, 27.0% de carbohidratos
v 22.0% de lipidos. La membrana externa esta compuesta por fosfolipidos en 98.0%, constituida
de fosfatidiletanolamina, 4dcido hexaecanoico v acido octadecandico. El lipopolisacarido (LPS) esta
constituido en general, por: hexosas, heptosas, hexosaminas, deoxihexosas, pentosas v acido ceto-
deoxi-octanoico (KDO) (Holt. 1978). Mas adelante, se hablara sobre el LPS vy otras moléculas de
la superficie de Lepfospira.

Se ha tratado de diferenciar las leptospiras patogenas de las saprofitas, basandose en las
caracteristicas de morfologia colonial v algunas actividades bioquimicas como la lisis del 4cido
oleico y la produccién de catalasa (Stalheim and Wilson, 1963). Se ha observado que, segin el
grado de pases que tenga una cepa de leptospiras patdgenas. la morfologia colonial puede cambiar
(Wood et al., 1981). Sin embargo, se ha podido diferenciar a las leptospiras patdgenas de
saprofitas en tres grupos con base en su desarrollo con inhibidores como 2-6 diaminopurina y 8-
azaguanina, ademas de la actividad enzimatica de lipasas. El primer grupo puede desarrollarse en
presencia de los dos andlogos de las purinas (10 pg/ml 2-6 diaminopurina v 200 pg/ml de 8-
azaguanina) v tiene actividad de lipasa; el segundo, solo puede desarrollarse en presencia de un
analogo (2-6 diaminopurina) pero no tiene actividad de lipasa, estas caracteristicas son de
leptospiras patogenas:; v finalmente el tercer grupo. leptospiras saprofitas, éstas se desarrollan en
presencia de ambos analogos de purinas v conservan la actividad de lipasa (Johnson and Harris,

1968).



2.5 Consideraciones biolégicas para el cultivo in vitre de Leptospira

Las leptospiras son bacterias aerobias obligadas con un periodo generacional de 6 a 8 horas (h) en
las cepas patogenas v muy similar en cepas saprofitas, aunque L. biflexa se puede dividir en un
lapso menor si la temperatura es modificada y son cultivadas con sistemas de agitacion, reduciendo
su perido generacional a 4.5 h a 30°C o0 3.4 h a 34°C (Faine et al, 1999). El desarrollo de los
cultivos se aprecia por la turbidez o zonas de turbidez anulares (anillos de Dinger) en los medios
semisolidos, el tiempo de desarrollo macroscopico de leptospiras en un medio varia entre 3 a 10
dias o varias semanas. El rango de temperatura en el que se desarrollan los cultivos de leptospiras
in vitro es de 11 a 13° C para leptospiras saprofitas v para leptospiras patégenas la temperatura
optima es de 28 a 30° C, sin embargo, las leptospiras saprofitas también se pueden desarrollar de
28 a 30° C, pero las patoégenas no desarrollan de 11 a 13° C (Johnson and Harris, 1967; Finn and
Jones, 1976 Mvers, 1985).

En las muestras clinicas. es importante preveer posibles contaminaciones. por lo cual, en
los medios para recalizar los primo-aislamientos se deben adicionar inhibidores como:
S-fluorouracilo, sulfato de neomicina o furazolidona (Myers. 1985). Es importante que las
muestras tengan un pH de 6.0 a 8.0 y en casos de sospecha de contaminacién, ademads. es
importante filtrar las muestras con membranas de 0.45 pumy 0.22 um (Myers, 1985). Para obtener
un aislado a partir de muestras de mamiferos. dichas muestras pueden ser incubadas inicialmente a
3T

El pH optimo para el desarrollo de este género bacteriano es de 7.2 a 7.6 y es muy sensible
en medios que tengan un pH por debajo 6.8 (Stalheim and Wilson, 1964). En condiciones de
anaerobiosis no sobrevive por debajo de un factor de 0.250 E; (potencial de oxido reduccion
ambiental), el oxigeno es considerado como un factor importante de crecimiento (Faine er al.,
1999). La concentracion de iones también es un factor importante a considerar. por ejemplo, el
cloruro de sodio es fundamental para algunas especies de leptospiras, sobretodo las halofitas, v

para algunas otras especies. puede ser un factor inhibitorio cuando son cultivadas a 37° C (Faine,
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1959). Un i6n fundamental para el desarrollo de Leptospira es el hierro, otros iones necesarios son
el calcio, el cobre v el magnesio (Johnson and Gary, 1963). La bacteria es muy sensible a la
desecacion, ya sea en el medio o en condiciones in vifro (Faine ef al., 1999).

Las leptospiras utilizan acidos grasos de 12 a 18 carbonos como fuente de energia, las
fuentes mas comunes para proporcionar esos acidos grasos son la albumina sérica bovina y el
suero de conejo, que se adicionan a los medios de cultivo estandarizados (liquidos v solidos)
(Johonson and Wilson, 1960: Johnson and Walby, 1972). También se pueden utilizar como fuentes
de carbono, polisorbato (tween), glicerol v acetato. Como fuente de nitrégeno comunmente se
usan sales de amonio. Para el cultivo v desarrollo optimo de las leptospiras se usan ademas las
vitaminas tiamina (B,) y cianocobalamina (B;,), o metabolitos de la glucosa como el piruvato de
sodio (Johnson ef al., 1973; Faine ef al., 1999). Los medios para el cultivo de Leptospira pueden
ser liquidos, semisolidos v sélidos. En el Apéndice I se hace una sintesis de los medios y sus
formulas. mas utilizados para el desarrollo de Leprospira in vitro.

Dada la complejidad para preparar los medios estandarizados. se han estandarizado otros
medios de cultivo para Leptospira, donde solamente se han utilizado cloruro de sodio e hidréxido
de potasio. mas una mezcla de suero de carnero jovene. este medio ofrece un indice bajo de cepas
no viables (Rodriguez er al, 1998). Sin embargo. el medio descrito por Ellinghausen &
McCullough modificado por Johonson & Harris (EMJH) es el mas utilizado (Johnson and Harris,
1967).

Por otro lado, se han probado medios comerciales estandarizados con deteccion de
crecimiento automatizada (cultivos para aerobios, anaerobios, micobacterias y hongos). para el
primocultivo de leptospiras a partir de muestras clinicas de humanos. Los medios estandarizados
para aerobios v micobacterias han mostrado ser utiles para crecer leptospiras, obteniendo aislados

a partir de 9° dia de incubacion (Griffith er al., 2005).
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2.6 Antigenos estructurales de Leptospira

2.6.1 Lipopolisacarido (LPS)

El LPS es el mavor antigeno de superficie del género Leprospira el cual le da especificidad
seroldgica v es la base de la diversidad antigénica de las serovariedades que componen a este
género (Bulach er al,, 2001). El LPS de Lepiospira tiene una organizacion semejante al de las
bacterias tipicas Gram negativas (Kalambaheti er al, 1999). El LPS esta constituido por tres
regiones: a) una cadena repetitiva de carbohidratos (polisacarido) o antigeno O: b) una regién
lipidica. conocida como lipido A. que une al LPS con la membrana externa v que es la fraccion
toxica del LPS (endotoxina) v c) un polisacarido central, que une al antigeno O con el lipido A
(Bulach er al., 2001, Caroff er al., 2002). El LPS de Leptospira es la estructura que interacciona
con receptores del el hospedador y juega un papel importante en la inmunidad y en la clasificaciéon
serologica. El LPS es una estructura antigénicamente activa, pero a pesar de que es similar al LPS
de bacterias Gram negativas. no genera la misma actividad biologica (patogenicidad). Sin embargo
el LPS genera anticuerpos circulantes, aglutinantes y opsonicos (Kalambaheti er al., 1999).
Cuando se le compar6 con el LPS de . coli, se observo que el LPS de Leprospira fue alrededor de
12 veces menos potente (Isogai ef al., 1986, Isogai ef al., 1990).

Se ha estudiado al LPS en procesos infecciosos agudos v cronicos, encontrando que la capa
de LPS se encuentra reducida cuando esta en los tejidos en fases agudas de la enfermedad. en
comparacion de cuando se encuentra in vifro. Sin embargo. cuando se comparo el LPS de
Leptospira en infecciones renales cronicas con el LPS de leptospiras cultivadas in vitro, éste fue
indistinguible. Por otro lado, tambien se compar6 el LPS de leptospiras en higado v rifion, donde
se observo que en higado (fase aguda) el LPS estaba disminuido. Esto sugiere que hay una
regulacion de la expresion del LPS dependiente del tipo de tejido del hospedador (Nally ef
al., 2005). El1 LPS de Leptospira estd compuesto por 54.0% de carbohidratos, 12.0% de lipidos

v 5.0% de proteinas (Isogai ef al., 1986). Con pentosas. hexosas. heptosas, hexosaminas v KDO
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similares a las bacterias Gram negativas (Vinh er al, 1986). En el Cuadro 3 se enlistan los
componentes mas comunes del LPS de Leprospira.

Este microorganismo se caracteriza porque es incapaz de usar carbohidratos exoégenos
como fuentes de carbono, asi que todos los carbohidratos que se incorporan al LPS deben ser
sintetizados de novo (Bulach et al., 2001). Se han realizado modelos de la composicion del lipido
A de Leptospira v los modelos sugieren que este lipido es similar al de otras bacterias Gram
negativas con ciertas diferencias. Por ejemplo, el LPS de Leprospira tiene dos cadenas secundarias
del grupo acyl (Que-Grewirth er al, 2004). A pesar de la importancia en inmunologia y
diagnostico, es relativamente poco lo que se sabe sobre la organizacion genética v la composicion

quimica del LPS de Leptospira (Bulach et al., 2001).

Cuadro 3. Componentes del LPS de L. borgpetersenii y L. interrogans

Lipidos Carbohidratos
Decanoico Arabinosa*
Hidroxidecanodico Fucosa
Laurico Galactosa
Tridecandico Galactosamina
Tetradecanoico Glucosamina
Pentadecanodico Manosa
Hidroxipentadecandico Rhamnosa*
Hexadecandico (plamitico) Ribosa
Hexadecanoico (palmitoleico) Xilosa*
Hidroxipalmitico

Hyvdoxiheptadecandico

Octadecanoico

(*) = mas comunes (Isogai et al.. 1986; Faine et al., 1999).

2.6.2 Locus rfb, genes para la biosintesis del LPS

El locus que incluye a los genes que codifican para la biosintesis del LPS es llamado r/b v su
tamafio es aproximadamente de 120 kilobases (kb) en la serovariedad Hardjobovis (Adler ef al.,
2005). Este consiste de aproximadamente 117 marcos abiertos de lectura (MAL) que estan

orientados en la misma direccion, haciendo de éste uno de los loci mas largos descrito en la
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literatura (de la Peiia er al., 1999; Adler er al., 2005). En este /ocus se han identificado genes que
codifican para enzimas involucradas en la biosintesis del LPS, incluyendo sintesis, procesamiento,
transporte y ensamblaje de carbohidratos estructurales del LPS (Bulach er a/., 2001). La sintesis ¥
ensamblaje de las subunidades del antigeno O empieza en la superficie de la cara interna de la
membrana citoplasmatica (citoplasma) y posteriormente es llevado a la superficie de la bacteria a
traveés de la membrana externa por medio de proteinas integrales de transporte, probablemente por
transportadores del tipo ABC (47P binding cassette) o transportadores del sistema de secrecion
tipo 1 (SST-I). El transporte se puede dar por dos vias, la polimerasa Wzy o bien una
glicosiltransferasa, para finalmente unirse en la superficie al lipido A v al nucleo del LPS
(Kalambahethi et al., 1999).

La serovariedad Hardjo contiene los subtipos Hardjoprajitno. de la especie L. interrogans
v Hardjobovis de la especie L. borgpetersenii, ambos subtipos son serolégicamente indistinguibles
a pesar de pertenecer a diferentes especies (de la Pefla-Moctezuma et al., 1999). Genéticamente,
existen diferencias en la organizacion de los loci rfh, en ambos subtipos sus /oci son muy similares
hacia el extremo 3" y la orientacion y el orden de los MAL es idéntico en las dltimas 32
(Hardjoprajitno) o 31 MAL (Hardjobovis). Ademas, se encontré que las regiones orfJ! a orfJi4.
también como orfJ2! a orfJ22. de ambos subtipos de Hardjo. son muy similares. Por otro lado las
orfJ15 a orfJ20 y orfJ23 a orfJ3! de Hardjoprajitno son casi idénticas (95% de identidad) con sus
homologos en L. interrogans serovariedad Copenhageni pero muestran menor identidad respecto a
Hardjobovis. Se ha planteado la hipotesis por este motivo, que la serovariedad Copenhageni
probablemente adquiri6 las regiones de MAL 1 a 14 y 21 a 22, en forma horizontal a partir de
Hardjobovis, surgiendo asi el subtipo Hardjoprajitno y resultando en dos subtipos seroldégicamente
indistinguibles adaptados al bovino.

En otras serovariedades, también se han encontrado diferencias en los loci rfb, donde se
han analizado. incluyendo Hardjoprajitno de L. interrogans v Hardjobovis de L. borgpetersenii,

que pertenecen al serogrupo Sejroe v las serovariedades: Autumnalis, Australis, Canicola,
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Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Lai, Mwogolo, Naam, Pomona, Pyrogenes, Smithi; todas
pertenecientes a la especie L. inferrogans (de la Pefia-Moctezuma ef al., 2001). La diferencia entre estas
ultimas serovariedades con Hardjoprajitno v Hardjobovis, se encontro rio arriba de orf// en donde
la presencia de cinco MAL que codifican para una epimerasa (orf32), una glicosiltransferasa
(orf33). dos proteinas integrales de membrana (orf34 v 35) y una galactosiltransferasa (orf37) (las
serovariedades Australis, Pomona v Autumnalis no posen orf37) sustituyen las orfl a orf9 de
Hardjoprajitno v Hardjobovis. Estas diferencias sugieren su posible utilidad para dar identidad a
cada una de las serovariedades con base en sus secuencias en los /oci rfb (de la Pefia-Moctezuma ef
al., 2001). Por otro lado, regiones de los loci rfb. como orfi4 y la region intergénica orf16 a orfl7
se han usado para distinguir a las serovariedades Autumnalis, Ballum, Patoc, Tarassovi por medio
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Aparentemente, estas regiones muestran
secuencias especificas que permiten distinguirlas entre si (Kalambaheti er al., 2005).

Para tratar de entender las funciones de cada gen del LPS. se han clonado genes r/h en
sistemas heterdlogos para tener genes de LPS recombinantes y asi usar las mutaciones de otros
microorganismos para complementacion genética (Bulach er al/., 2000). Se han usado,
orfH10 para complementar whpM de Pseudomonas aeruginosa, orfH13 para rfbW de
V. cholerae, orfH11 para weeC de E. coliy orfHS8 para gall de Salmonella entérica serovariedad
Typhimurium. Pocos resultados se encontraron, ya que orfH10 no transcribe o porque orfH/3 no
fue expresada. Son necesarias las mutantes isogénicas para la evaluacion funcional de los genes,
las cuales no existen en las serovariedades patogenas del género Leptospira (Bulach er al., 2000).
Por otro lado, hay datos que sugieren que la regulacion del /ocus rfb es termo-dependiente, por lo
menos en la region intergénica orf/4 a orf15 en donde se ha encontrado una estructura secundaria
con caracteristicas de regulador de la transcripcion que fue capaz de regular la expresion de
resistencia a kanamicina v - galactosidasa a 30 v 37° C, pero no a 25 ni 42° C, cuando fue

clonada en E. coli (de la Pefia-Moctezuma, 2002; Carillo-Casas et al., 2005). Finalmente, la
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estructura del LPS de Leprospira aun espera ser aclarada (Kalambaheti er al., 1999, de la Peiia-

Moctezuma et al., 2001; Bulach ef al., 2001; Kalambaheti et al., 2005).

2.6.3 Proteinas de membrana externa (PME)

La cubierta externa del género Lepiospira estd compuesta por membrana externa v membrana
interna, mas una pared de peptidoglicano. similar a las bacterias Gram negativas sin embargo,
carece de espacio periplasmico (Haake. 2000; Zuerner ef al., 2000; Haake and Matsunaga, 2005).

Los primeros indicios de que la superficie de Leptospira (Grippotyphosa) tenia cambios
significativos in vitro. fueron determinados por medio de microscopia electronica de criofractura.
Se compar6 una cepa virulenta v una atenuada observando que proteinas determinadas (41 v 44
kDa) se manifestaban tanto en la cepa virulenta como en la atenuada; mientras que otra proteina de
33 kDa solo se observo en la cepa atenuada (Haake er al., 1991). Por otro lado, se demostrd que
algunas proteinas se expresan en la superficie de Leprospira en condiciones in vitro y otras in vivo
(Nicholson and Prescott, 1993).

Dos de las proteinas estudiadas por Haake er al, (1991), designadas como OmpL1 v
LipL41, fueron las primeras proteinas de la membrana externa de Lepfospira que se caracterizaron
(Zuerner et al., 1991; Haake et al, 1993). En la serovariedad Pomona de L. interrogans se
empezaron a caraclerizar las proteinas de la membrana externa y las proteinas secretadas al medio.
Se extrajeron 5 proteinas hidrofébicas (22, 25, 31, 36 v 42 kDa), ademas de una potencial
hemolisina de 60 kDa que se secreta al medio (Zuerner ef al., 1991).

La proteina de mayor abundancia fue la de 31 kDa, una proteina termolabil v antigénica,
corroborando su peso a 32 kDa en estudios posteriores (Zuemer ef al., 1991; Haake er al., 2000;
Zuemer ef al., 2000). La proteina Hapl o LipL32 es la mas abundante en la membrana externa, ha
sido detectada in vitro e in vivo (tubulos renales de hamstere) (Haake et al, 2000). Y se ha
encontrado similifud con otras lipoproteinas de procariotas (Lee ef al.. 2000). Esta proteina es

reconocida por anicuerpos de sueros de pacientes convalecientes y tanto estructural como
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genéticamente esta conservada entre las especies patogenas de Leptospira (Zhang ef al., 2005). En
varios estudios se ha demostrado que las lipoproteinas (LipL32 y LipL41) son expresadas durante
un proceso infeccioso, generando anticuerpos de tipo IgG, ésto sugiere que las proteinas pudieran
Jugar un papel importante en la patogenicidad del microorganismo. aunque se desconoce el
mecanismo de accion (Guerreiro ef al., 2001).

La proteina de 33 kDa OmpL1 es transmembranal. la secuenciacion reveld que la
prediccion de la estructura secundaria posee hojas-f anfipaticas, clasica de proteinas de la
membrana externa y parecida a las porinas de bacterias Gram negativas. Ademas, se observo que
esta expuesta en la superficie (Haake er al., 1993; Shang er al.. 1995). Ensayos de hibridacion de
ADN demostraron que OmpL1. se encuentra presente en la mayvoria de leptospiras
patégenas (/.. interrogans, I.. noguchii, I.. santarosai, I.. horgpetersenii, I.. weillii) v no
en apatégenas (L. biflexa, L. meyeri, L. wolbachii) (Haake er al., 1993). Y estructural y
genéticamente se conserva entre especies patdgenas (Zhang et al, 2005). La OmpLl se ha
detectado en rifion de hamster entre 10 y 28 dias postinfeccion (dpi) y junto con el LPS, se detecto
en fagocitos intersticiales (Bamett ef al., 1999).

La lipoproteina LipL41 esta expuesta en la superficie, ensavos de inmunotransferencia
indican que es altamente conservada entre las especies patogenas v no se ha encontrado en
especies apatogenas (Shang er al., 1996). También se ha observado la expresion de LipL41 en
rindén de hamster, después de 10 y 28 dpi (Bamett er al, 1999). Ensavos de PCR e
inmunotransferencia han corroborado que los genes ompll v lipl41 estan conservados entre
especies patogenas (serovariedades Lai v Andamana) de distintas regiones geograficas
(Natarajaseenivasan et al., 2005).

La LipL45 es otra proteina antigénica v se ha estudiado en L. kirschneri serovariedad
Grippotyphosa, ésta puede dejar de detectarse en aislamientos que tienen un alto pasaje o cultivos
atenuados. Los anticuerpos contra LipL45, también reconocen otra proteina de 31 kDa que se

deriva a partir del carboxilo amino terminal de LipL45:; Asi que, fue denominada P31yi,145. que
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aparentemente es una proteina periplasmica cuya expresion se incrementa cuando los cultivos
llegan a la fase estacionaria (Matsunaga ef al., 2002).

Otra lipoproteina que se ha estudiado es LipL36, que se expresa abundantemente al inicio
de la fase logaritmica en L. kirschneri, sin embargo, la expresion se reduce considerablemente en
la fase media logaritmica. Esta proteina induce anticuerpos en hamster, pero al ser enfrentada
contra sueros de pacientes convalecientes de leptospirosis no se detectaron reacciones. Esto sugiere
que, parte de la expresion de las proteinas esta relacionada con el hospedador (Haake ef al., 1998).
La lipoproteina LipL36 es exportada a la membrana al igual que la proteina LipL41 y el LPS, sin
embargo, al realizar estudios de expresion por medio de inmunohistoquimica en tejido renal de
hamster, se detectaron OmpL1 y LipL41, sin detectar LipL36, sugiriendo que LipL36 no es
expresada in vivo (Barnett ef al., 1999). En el 2000, se reporté que una proteina del mismo peso
(36 kDa), se asocia con la union a la fibronectina, sugiriendo un papel potencial como adhesina.
Esta proteina de 36 kDa, fijadora de fibronectina, esta en especies virulentas pero no en avirulentas
(Meérien et al., 2000).

La segunda lipoproteina mas abundante en la superficie de la membrana externa de
L. interrogans serovariedad Lai es LipL21. Por ensavos de hibridacion tipo Southern con el gen
que codifica para esta proteina como sonda, se encontré que el gen se encuentra en las especies
patdégenas y esta ausente en las apatdgenas. Ademas, la secuenciacion de los genes muesira que
hay del 96 al 100% de identidad (Cullen er al.. 2003). Es una proteina que estd conservada
genéticamente entre especies patdogenas y no reacciona con anticuerpos de pacientes
convalecientes (Zhang ef al., 2005).

Por otro lado. se ha reportado que la regulacion de la expresion de algunas proteinas esta
dada por la temperatura, ensayos in vitro a 30 y 37° C revelaron que hay diferencias en la
expresion de proteinas en las dos membranas de la bacteria (Nally er al., 2001). A diferencia de
LipL36 que no se expresa a 37° C o LipL41 que se expresa a cualquier temperatura, una proteina

de 20 kDa que se sittia en el periplasma reduce o apaga su expresion a 37° C. Una proteina de 25
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kDa y otra de 66 kDa aumentan su expresion a mayor temperatura, sin embargo, la primera es de
membrana externa v la segunda es de periplasma.

Recientemente, se ha reportado que la proteina OmpL52 tiene la caracteristica de
incrementar su expresion en la fase estacionaria en L. santarosai serovariedad Shermani;
ésta es otra proteina identificada en leptospiras patogenas v ausente en apatogenas y es probable
que su funcién sea similar a OmpA de E. coli, K. preumoniae v P. multocida (Hsieh et al.,
2005).

Hay proteinas que se han sugerido como candidatos para el desarrollo de vacunas o
métodos diagnosticos, por su capacidad de produccion de anticuerpos, sin embargo, no se ha
aclarado todavia su ubicacion en la superficie de Leptospira, como el reciente reporte de P-50, la
cual es reconocida fuertemente por anticuerpos de tipo IgM de humanos v muestra ser un antigeno
altamente especifico de Leprospira (Pol Sea and Bharadwaj, 2005). Cullen er al., (2002) reportaron
8 nuevas lipoproteinas en Leptospira interrogans serovariedad Lai (pL18. pL22, pL24, pL45.
pl.47/49, pL.50 y pl.55). Ensayos de electroforesis de doble dimensién, mostraron diferencias en la
expresion al incubar a la serovariedad Lai bajo diferentes condiciones (incubacion a 20, 30, 37° C.
presencia o ausencia de suero v Fe' en el medio de cultivo).

Una de las proteinas cuya expresion fue constante bajo las distintas condiciones fue pL18.
Con base en estos estudios, la secuencia parcial de aminoacidos del extremo amino terminal de
pL 18, fue comparada con secuencias codificadas en el genoma de la serovariedad Hardjobovis vy el
analisis reveld una similitud del 46.0 a 66.0% con GspG de otras bacterias, una proteina del
sistema de secrecion tipo II (SST-II). El SST-II es el principal mecanismo de secrecion protéica
en bacterias Gram negativas y ha sido descrito en bacterias como L. pneumophila,
Pseudomonas, Burkholderia vy E. coli (Sandkvist, 2001"). El supuesto /ocus del SST-II de
L. borgpetersenii serovariedad Hardjo (Hardjobovis) fue analizado v se encontraron 13 MAL en la
misma direccion (de la Pefia-Moctezuma et al., 2002). Cuatro MAL rio arriba de la supuesta gspG

se encontré un gen que codifica para un homologo de GspD. la supuesta secretina del SST-II, la
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cual se encuentra situada sobre la membrana externa de las bacterias Gram negativas que la
poseen. Estas proteinas estan conservadas en otras serovariedades vy son antigénicas en
el subtipo Hardjobovis de L. borgpefersenii (de la Pefia-Moctezuma ef al., 2002; Rodriguez-
Reyes et al., 2005).

Se ha reportado otro grupo de proteinas, semejantes a las de la superfamilia de las
inmunoglobulinas bacterianas (Big-bacterial immunoglobulin), en la superficie de leptospiras
patogenas. La secuencia de /ligd, By C en L. interrogans v L. kirschneri, revelaron que /igC es un
pseudogen que contiene mutaciones que rompen el MAL, estos genes estan presentes en
leptospiras patogenas y ausentes en apatogenas (Matsunaga ef al, 2003). Ensayos de
inmunohistoquimica, revelaron que LigA se expresa in vivo en rifiones de hamsteres, en
comparacion con cultivos in virro donde no se ha detectado por inmunotransferencia, lo que
sugiere que LigA solo se expresa in vivo (Palanippan ef al., 2002). Ademas, se ha relacionado la
expresion de LigA y LigB. con la osmolaridad (NaCl, KCl y Na,SO,) v con el niimero de pasajes
de un cultivo in virro (Matsunaga ef al., 2005).

Hay otro reporte sobre una proteina con dominios en la region carboxilo terminal, similares
a OmpA (Loa22). que igualmente sélo se encuentra en serovariedades patdgenas (Koizumi and
Watanabe, 2003). Las PME se pueden recuperar a partir de la purificacion de vesiculas de la
membrana externa. Aparentemente, estos métodos facilitan la definicion de la masa molecular,
utilizando electroforesis de doble dimension y espectrofotometria de masas (Nally ef al., 2005).
También, se han identificado otras nuevas proteinas a partir de vesiculas, una de la membrana
citoplasmatica. otra proteina transmembranal de la membrana interna v otra de la membrana
externa, LipL31, ImpL63 v LipL48 respectivamente (Haake and Matsunaga, 2002).

El estudio de la superficie de Leprospira (surfaceoma y glicoproteoma). por técnicas como
geles de doble dimension y espectrofotometria de masas por MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight). ayudan a encontrar otras proteinas no identificadas como la

proteina transmembranal Q8F8QOU o las proteinas de 20 kDa y 55 kDa de la superficie. Se ha
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analizado el genoma de Lepiospira v se han encontrado genes de glicolizacion, el glicoproteoma
de Leptospira reveld la presencia de varias proteinas glicosiladas, que anteriormente se
consideraban presentes solo en células eucariotas v estan relacionadas, con colonizacion,
adherencia e invasion. Una de las ventajas en los estudios del surfaceoma y glicoproteoma, es la
utilizacién de cantidades menores de 107 células, para el analisis de la superficie v su expresion
durante la infeccion. Sin embargo, hav que realizar estudios bajo distintas condiciones, como
presencia de suero, orina v temperatura. Los analisis de la superficie de Leptospira son otros
métodos que ayudaran a encontrar candidatos potenciales, para el desarrollo de vacunas y técnicas
diagnoésticas (Cullen er al., 2005%; Cullen er al., 2005").
Se ha estudiado la evolucion molecular de ARN y PME en 38 serovariedades de leptospiras
patogenas de las especies L. interrogans, L. kirschneri, L. wolbachii, L. borgpetersenii,
L. santarosai v L. weillii. Se analizaron los genes que codifican para: 16S ARNr, LipL32, LipL41
y OmpL 1. Se observé que los genes rrs (168 ARNr) v /ipl.32 son los mas conservados: los lipl.41
v ompl.] son mas variables y el primero rrs es el mas conservado. Los arboles filogenéticos
desarrollados con base en los genes rrs, lipL32 v lipl.41 fueron relativamente estables entre si
(Haake et al.. 2004). El omplL I tiene una composicion de mosaico v estd presente en 20.0% (8/38)
de las serovariedades estudiadas de Leprospira (Hardjo, Lai. Bataviae, Mini. Canicola. Kremastos,
Nicaragua y Galtoni). Los resultados de los andlisis para establecer una relacion filogenética entre
serovariedades, con base en OmpL1. revelaron que dos segmentos que codifican para estructuras
proteicas expuestas en la superficie de la proteina se adquirieron, probablemente, por una
migracion alélica horizontal de un ancestro desconocido (Haake er al, 2004: Haake and
Matsunaga, 2005)

Finalmente, se ha mencionado que la mejor manera de aproximarse a la caracterizacion del
proteoma de Leprospira, es obteniendo aislamientos de Leptospira durante la fase aguda o letal de

la infeccion (Nally er al., 2005).
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2.7 Mecanismos de patogenicidad y virulencia

Los mecanismos por los cuales el género Leptospira causa enfermedad, no estan bien entendidos.
Hav varios factores que se han sugerido estar asociados con virulencia, pero son pocos los que se
han esclarecido (Levett, 2001). Evidentemente, las PME y el LPS juegan un papel importante en el
establecimiento v desarrollo de la enfermedad (Adler and de la Pefia-Moctezuma, 2004), el papel
que desarrollan el LPS y las PME se ha descrito en parrafos anteriores.

Se ha investigado el efecto que tienen las leptospiras sobre procesos biologicos de defensa,
donde se sabe que los leucocitos polimorfonucleares (PMN) no son eficientes para fagocitar
leptospiras patogenas, donde hay adhesién pero no ingestion (Wang er al., 1984"). La defensa por
monocitos v macréfagos, por medio de opsonizacion, debe estar mediada por anticuerpos
especificos para la destruccion de leptospiras patogenas (Wang et al, 1984%). Células de la
microglia, son consideradas como la linea de defensa celular en sistema nervioso ante cualquier
patdgeno. se ha observado que estas células tienen una escasa actividad fagocitica aunque existe
adherencia, se cree que cstimula la seerecion de mediadores proinflamatorios (Cinco erf al., 2005).
Con relaciébn a otras moléculas de la superficie de Leptospira. se ha reportado que el
peptidoglicano induce a la adherencia de PMN a células del endotelio (Dobrina er al., 1995).
ademds genera apoptosis en macréfagos (Mérien ef al., 1997). Por otro lado. las glicoproteinas
(GLP) tienen capacidad de inducir activacion de monocilos en sangre perilérica (Diament e/ al.,
2002).

Se realizaron varios trabajos sobre los efectos hemoliticos que producen las leptospiras
patogenas. En L. interrogans serovariedad Hardjo (Hardjoprajitno) se seleccionaron genes
codificantes de esfingomielinasas, los cuales se clonaron y expresaron en sistemas heterologos
para comprobar hemolisis; la esfingomielina es uno de los mayores componentes (>50%) de la
membrana de los eritrocitos en bovinos (del Real er al, 1989). En estudios posteriores se
encontraron que esta hemolisina (esfingomielinasa C) es termoestable, pesa 63.2 kDa y tiene un

alto grado se similitud con la B-toxina producida por Staphylococcus aureus. ademas de otras
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producidas por B. cereus (Segers et al., 1990). Se han descrito otras hemolisinas en L. interrogans,
como SphH que posee actividad citotoxica y ésta tiene la capacidad de formar poros en células de
mamiferos v no actiia como la esfingomielinasa C ni como fosfolipasa. La actividad citotoxica v
hemolitica de esta enzima puede ser neutralizada por sueros hiperinmunes (Lee er al., 2002).

Recientemente, con el acceso a los genomas de serovariedad Lai de L. interrogans (Zhang
et al., 2005). se realizé un analisis in silico de todos los genes potenciales que codifican para
hemolisinas, con la finalidad de clonarlos v expresarlos en sistemas heterdlogos. Se encontraron
ocho candidatos divididos en esfingomielinasas v no esfingomielinasas. El gen hlyX se ha
relacionado con LipL32 v su efecto hemolitico en L. interrogans serovariedad Copenhageni (Hauk
et al., 2005).

Dentro de la interaccion del microorganismo con el hospedador, se ha descrito que. las
GLP de L. inferrogans, compuestas por acido oleico v palmitoleico. tienen efecto sobre la
inhibicion de enzimas y disminuyen el transporte de iones fundamentales para los mamiferos (Na',
K’ v ATPasa). Ademas. se ha demostrado que las GLP son toxicas para cultivos de fibroblastos.
esto sugiere que la liberacion de estos acidos grasos juegan un papel fundamental en la
colonizacién de tejidos (Burth er al., 1997). Se ha sugerido que la fagocitosis requiere receptores,
porque en ensayos de infeccion en células Vero, muestran que la endocitosis puede ser inhibida
por la monodansicadaverina (Mérien ef al., 1997).

Se utilizaron paneles con extractos de sustancias extracelulares o intercelulares (colageno,
fibronectina y laminina) con la finalidad de determinar adherencia a componentes estructurales
celulares: se determiné que las leptospiras patogenas muestran mayor adherencia a la fibronectina
y en menor grado al colageno y laminina (Patarakul ef al.. 2005). La quimiotaxis y la motilidad
son factores de virulencia importantes en leptospiras patogenas v son un factor importante en la
adherencia a las células vy tejidos. En relacion con la quimiotaxis, se encontraron genes como che W

v cheY que estan asociados a este fenémeno (Charon and Goldstern, 2002; Li ef al., 2005).
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La supervivencia del microorganismo es un factor importante como mecanismo de
transmision e infeccion. Se han realizado ensayos de viabilidad en distintas condiciones de agua,
donde se utiliz6 simplemente agua destilada v agua destilada mas agar (0.5%), se aprecid que la
viabilidad de Leptospira fue mayor en el medio con agar (347 dias), en comparacién al agua
destilada (110 dias) (Trueba et al., 2004). Estos datos muestran que, las leptospiras tienen un
efecto de agregacion en medios viscosos, efecto que también se ha observado en vida libre. El
efecto de agregacion celular le resulta protector contra antibidticos (tetraciclinas-penicilinas) v no
parece afectarle la carencia de nutrimentos, a este fenomeno se ha relacionado la lipoproteina
LipL31 (Trueba er al., 2004). Por otro lado, se observo mayor viabilidad (98 dias) en medios libres
de sales (solucion tamponada), en comparacion con medios adicionados con sales (21 dias).
Ademas, al comparar extractos de membrana externa de las leptospiras cultivadas en agua con las
cultivadas en medio EMJH, se aprecié una proteina de 54 kDa identificada como GroEL, lo cual
resulta interesante porque a esta proteina se le ha identificado v considerado parte del citosol
(Trueba er al, 2004). Las investigaciones sobre la viabilidad de Ieptospira resultan ser
interesantes. va que se sabe poco de la capacidad de adaptacion a la carencia de nutrientes. baja
osmolaridad y presencia de otros microorganismos. Para este caso, se han realizado ensayos de
viabilidad in vitro. donde se cultivo L. interrogans serovariedad Canicola en medio EMJH y
posteriormente se recuperaron los microorganismos y se sembraron en agua destilada, solucién
salina fosfatada y agua de lluvia (estériles, pH 7.2). Los resultados revelaron que Leptospira, tiene
gran capacidad de adaptaciéon a medios carentes de nutrientes y baja osmolaridad, debido a la
viabilidad y crecimiento exitoso observado al ser cultivada en agua destilada y agua de lluvia
(Truebaer al., 2002).

Ademas, en Leptospira interrogans serovariedad Lai, hay evidencia de la presencia del
locus chp (¢hpK vy chpl), también llamado /ocus vapBC, genes codificantes para un sistema de

toxina-antitoxina asociado a procesos de autorregulacion bacteriana estimulados por el ambiente,
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donde la fisiologia bacteriana responde al estrés nutricional regulando la sintesis de

macromoléculas (Picardeau er al., 2001; Zhang ef al., 2004).

2.8 Inmunidad

La inmunidad contra la leptospirosis se establece en etapas tempranas de la infeccidén o
reinfeccion. Los linfocitos B constituven la primera respuesta v producen anticuerpos especificos
contra la serovariedad expuesta, €stos son anticuerpos de tipo IgM vy en menor cantidad IgG v
basicamente estan dirigidos contra el LPS de Leprospira (Isogai et al., 1990 Jost er al., 1998:;
Faine et al., 1999).

La inmunizacion en humanos es dificil, porque la mayoria de las bacterinas actualmente en
uso produce, por un lado, reacciones adversas graves debido a que los biolégicos se obtienen de
medios ricos en proteinas de origen animal (albiimina sérica bovina v suero de conejo) v por otro
lado. a la dificultad en desarrollar medios adecuados sin proteina animal para el cultivo de
Leptospira (Faine et al., 1999). Otra de las desventajas es que, la vacunacion no evita la infeccion
por otras serovariedades. lo cual significa desarrollar vacunas polivalentes (Cabezas et al., 2005).
Sin embargo, en algunos paises como China, Cuba v Rusia se ha reportado la vacunacion en
humanos sin reacciones adversas con una proteccion adecuada (Achay Szyfres, 2001; Bharti ef al.,
2003; Koizumi and Watanabe, 2005).

Por otro lado. los bioldgicos aplicados a animales han sido usados ampliamente a pesar de
algunas desventajas. como la baja actividad biologica para desarrollar una inmunidad adecuada
(Faine er al., 1999). Estudios en perros han demostrado que éstos se infectan y tienen signos
clinicos, a pesar de ser vacunados (Gavaldon-Rosas ef al., 2005). Por lo tanto, la implementacion
de un programa de vacunacion en perros solo disminuyen la prevalencia y en algunos casos
reducen la gravedad de los signos clinicos (Luna-Alvarez ef al., 2004). En animales de produccion,

como ganado porcino, las estrategias de vacunacion deben basarse en datos seroepidemiologicos
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de la region (Moles-Cervantes, 2004). Para ganado bovino, generalmente las vacunas no son
efectivas para la prevencion de la enfermedad (Ellis, 2004).

La investigacion en el desarrollo de inmunoégenos sigue enfocandose en estandarizar la
extraccion de antigenos; buscar nuevos candidatos como antigenos (proteinas); estandarizar la
masa y dosis antigénica; estandarizar tipos y concentraciones de adyuvantes utilizados en las
vacunas (Bidhendi er al., 2005; Fernandez et al., 2005; Gavaldon-Rosas er al., 2005; Klaasen et
al., 2005).

La similitud v conservacion de proteinas superficiales entre las serovariedades patogenas de
Leptospira, es una posibilidad para el desarrollo de antigenos que confieran inmunidad cruzada. Se
evaluo la capacidad inmunoprotectora de OmpL1 y LipL41 en hamster sirio dorado, como modelo
de estudio. Usando estrategias de expresion en sistemas heterélogos (£. coli), los hamsteres fueron
inmunizados con fracciones de la membrana de E. coli que tenian las proteinas recombinantes de
Leptospira. Al ser desafiados con una cepa virulenta de bajo pasaje (L. kirschneri,
serovariedad Grippotyphosa), se observd un 71.0% de proteccion después del desafio, ademas no
se apreci6 evidencia de infeccion por medio de serologia, histologia v aislamiento. Los estudios
revelaron que la combinacién de estas proteinas. usadas como antigenos. ofrecieron sinergismo y
resultaron ser una alternativa para generar proteccion inmunoldgica cruzada (Haake e al., 1999).

Con la finalidad de utilizar proteinas recombinantes se han disefiado vectores con ADN de
adenovirus para la expresion de una hemolisina (31 kDa Hapl), OmpL1, o ambas. Al desafiar
Jerbos con L. interrogans serovariedad Canicola, se observo que la mayor proteccion fue obtenida
con adenovirus-Hapl y la combinacién adenovirus-Hapl + adenovirus-OmpL1, produciendo una
proteccion del 87.0% (26/30) v del 75.8% (22/29), respectivamente (Branger et al., 2001).
Actualmente, se exploran otras estrategias de proteccion contra la leplospirosis, diferentes al uso
PME.

Se han desarrollado anticuerpos monoclonales (IgG2b), dirigidos contra la proteina

flagelar FlaB, que muestran reactividad cruzada contra 15 serovariedades de L. interrogans
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v no conira apatogenas, lo cual sugiere que estos anticuerpos pueden ser protectores ante la
infeccion (Artornturasook er al., 2005).

Ensayos realizados en células Vero, han demostrado que el uso de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra una proteina de 36 kDa, ofrecen reactividad cruzada con
propiedades neutralizantes, contra las serovariedades Autumnalis, Bataviae v Pyrogenes (Gaudart
et al., 2005).

Estudios comparativos han demostrado que la inmunidad humoral no es suficiente va que.
es necesaria la respuesta inmune celular para prevenir infeccion contra serovariedades de
Leptospira (Hardjo) en ganado lechero (Brown er al, 2003). En contraste, una bacterina
monovalente conteniendo una cepa de L. borgpertersenii serovariedad Hardjo (Hardjobovis)
indujo proteccion del 100% (8/8) contra la infeccion al desafiar con una cepa virulenta de Hardjo
(Bolin and Alt, 2001). Estudios de vacunacion y desafio posteriores, mostraron que la inmunidad
esta relacionada con la respuesta inmune celular (Linfocitos T) (Naiman ef a/.. 2002). Aunque la
inmunidad humoral es considerada como la proteccion dominante en las infecciones por
leptospiras. es importante investigar sobre la inmunidad celular para el desarrollo de vacunas o

bacterinas efectivas contra la leptospirosis (Koizumi and Watanabe, 2005).

2.9 Leptospirosis

2.9.1 Manifestaciones clinicas

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la leptospirosis como una enfermedad
infecciosa v contagiosa multi-sistémica de mamiferos domésticos y silvestres: principalmente
bovinos. perros v cerdos. que cursa principalmente con signos asociados a dafio de tipo
reproductivo, hepatico v renal, causados por serovariedades patogenas de Leprospira. La
leplospirosis puede aleclar a los humanos. que han (enido conlaclo con la orina o los lejidos de

animales infectados o con liquidos contaminados. debido a sus ocupaciones o bien tras desastres
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naturales, en quienes se presenta como una enfermedad febril aguda asociada con ictericia,
hemorragias, mialgias, conjuntivitis v/o meningitis (World Health Organization, 2003).

El cuadro de leptospirosis en humanos se caracteriza por presentar: afeccion respiratoria
con o sin hemoptisis, anemia hemolitica, anuria, azotemia, cefalalgia, confusién y depresion
psicologica, constipacion, desequilibrio electrolitico, diarrea, escalofrios, exantema en paladar,
fiebre, hemorragias del tracto gastrointestinal, hemorragias en piel v mucosas. hepatomegalia,
ictericia, insuficiencia hepatorrenal. meningitis, mialgia, miocarditis, nauseas, oliguria, proteinuria,
sufusion de las conjuntivas y vomito (Acha y Szyfres, 2001; Chin, 2001). Los signos son tan
variados que se confunde frecuentemente con otras enfermedades, por ejemplo Dengue
hemorragico en paises tropicales (Chin, 2001; Granito ef al., 2004).

En animales los cuadros clinicos de la enfermedad también son variados (Faine er al,
1999). En ganado bovino puede estar presente sin signos clinicos o puede haber abortos, anorexia,
baja de la produccion lactea. conjuntivitis, diarrea, fiebre, hemoglobinuria, ictericia e infertilidad
(Quinn et al, 1994; Acha y Szyfres, 2001). Hay datos que sugieren que focos macroscopicos de
nefritis intersticial créonica (manchas blancas en rifiones) podrian ser causados por leptospirosis
(Uzala er al., 2002). En ganado porcino se pueden observar falla reproductiva caracterizada por
abortos. infertilidad. anorexia. convulsiones o signos nerviosos. fiebre. hemoglobinuria, ictericia,
infertilidad, lechones nacidos débiles, mastitis, meningitis vy trastornos gastrointestinales, o
simplemente estar en forma subclinica (Faine ef al., 1999; Achay Szyfres, 2001 Moles-Cervantes,
2004). En perros se reconocen tres sindromes asociados a leptospirosis: agudo hemorragico,
urémico (enfermedad de Stuttgart) v cronico ictérico (Quinn ef al., 1994; Luna-Alvarez ef al.,
2004). La leptospirosis puede cursar con fiebre, hemorragias en mucosas (cuadro hemorragico
agudo) y al tracto gastrointestinal, ictericia, mialgia, postracion, rigidez, uremia, estomalitis,
faringitis ulcerativa y vomito (Faine ef al., 1999; Achay Szyfres, 2001; Luna-Alvarez et al., 2004).
En equinos pueden apreciarse abortos ocasionales, uveitis recurrente 6 problemas oftalmicos: rara

vez anorexia, depresion, fiebre e ictericia (Quinn et al., 1994; Lopez-Pérez et al., 1998; Acha y
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Szyfres, 2001). En ganado caprino y ovino suele estar en forma subclinica v ocasionalmente
pueden presentarse abortos., anemia, depresion, disnea, hemoglobinuria, ictericia y mortalidad de
corderos (Quinn er al., 1994; Faine et al., 1999: Acha v Szyfres, 2001). Los roedores v muchos

animales de vida silvestre, estan adaptados a las leptospiras y no manifiestan signos o lesiones.

2.9.2 Epidemiologia

En la triada epidemioldgica (Figura 1) la humedad es un factor fundamental. Para que la
infeccién ocurra se requiere del contacto con cualquier medio liquido contaminado con leptospiras
patégenas. como agua u orina (Faine er al, 1999. Acha v Szyfres. 2001). Existen reportes de
infecciones por Leptospira en personas que practican deportes extremos o por nadar en albercas,

rios o lagos contaminados (Levett, 2001; Haake er al., 2002).

Ambiente humedo
contaminado con leptospiras
patégenas
Animales que / \ Animales y humanos
excretan leptospiras al susceptibles

medio

Figura 1. Triada epidemioldgica de la
leptospirosis.

Las personas que se consideran en riesgo potencial son aquellas que estan expuestas a la
orina de animales infectados excretores v aquellas que viven en ambientes bajo condiciones de alta
humedad v alto indice de animales enfermos. portadores asintomaticos o reservorios (Bharti er al.,
2003: Heuer er al., 2005). Como reservorios, se entiende aquellos animales que alojan
serovariedades patogenas de Lepfospira pero sin manifestaciones clinicas, como es el caso de los

roedores (Achay Szyfres, 2001: Levett, 2001).
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2.9.3 Control y tratamiento

Para evitar la leptospirosis, la prevencion como medida temprana de control se enfoca a controlar
principalmente roedores que contaminen el habitat de los humanos v animales, ademas de otros
animales excretores o portadores de Lepfospira v animales de vida silvestre, lo cual resulta
practicamente imposible (Acha v Szyfres, 2001 Koizumi ef al., 2005; Meeyam et al., 2005).

La quimioterapia contra la leptospirosis es muy similar en todas las especies animales. el
microorganismo es sensible a los f lactamicos, tetraciclinas y aminoglucésidos. Asi, el tratamiento
con uno o dos distintos antibidticos simultineamente es posible, como: amoxicilina,
dehidroestreptomicina, doxiciclina, estreptomicina, oxitetraciclinas, penicilina G v tetraciclinas
(Faine ef al., 1999; Acha vy Szyfres, 2001). En humanos se recomienda amoxicilina, ampicilina v/o

doxiciclina (Chin, 2001; Niwattay akul et al., 2005).

2.9.4 Diagnostico de laboratorio

El diagnostico de la leptospirosis, tanto en el hombre como en animales es dificil v complejo. Por
un lado, las maniflestaciones clinicas son muy variadas; asi que, la enfermedad es confundida con
muchas otras entidades tanto infecciosas como hepatitis, dengue. fiebre amarilla. brucelosis y otras
septicemias; trastornos inmunoldgicos como lupus eritematoso, fiebre reumatica, uveitis
autoinmune (Levett, 2001, Bajani et al., 2003; Ellis ef al., 2005; Hartskeerl et al., 2005). Por otro
lado, aun en la sospecha de leptospirosis, la confirmacion de laboratorio se ve en dificultades
debido a que Leprospira es un organismo muy fragil v de muy lento desarrollo en condiciones de
laboratorio. Por este motivo. métodos diagnodsticos como deteccion de anticuerpos, microscopia
directa en campo oscuro, con tinciones o deteccion mediante inmunohistoquimica o hibridacién de
ADN: o deteccion de acidos nucléicos del microorganismo usando PCR. son utilizados para
confirmar un diagnostico (Mvers ef al., 1985. Quinn ef al., 1994; Bajani ef al.. 2003; Levett,

2005).
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El diagnostico de la leptospirosis se basa principalmente en la respuesta inmune generada
por individuos convalecientes o expuestos a la bacteria. La prueba de referencia mundial para el
diagnostico de la leptospirosis en animales v en humanos es la aglutinacion microscopica (AM)
(Bharti et al., 2003: World Health Organization, 2003). Esta prueba inmunologica consiste en
enfrentar diluciones de suero de pacientes con sospecha de leptospirosis contra diferentes cepas de
leptospiras viables v observar el grado de aglutinacion en las diferentes diluciones bajo el
microscopio de campo oscuro (CO). Esta prueba ofrece la ventaja de ser cuantitativa y cualitativa
(Cole er al., 1973; Myers, 1985; Cumberland er al., 1999). Hay métodos de diagnostico
alternativos (PCR, PCR en tiempo real y pruebas seroldgicas con proteinas y LPS) que se han
sugerido como candidatos para diagnostico de leptospirosis, sin embargo no han sido validadas

apropiadamente (Hartskeerl. 2005; Levett, 2005).

2.10 Genoma de Leptospira

El género Leptospira tiene dos cromosomas circulares (CI v CII) y no se ha reportado aun que
estas bacterias tengan plasmidos. El porcentaje de Guanina — Citosina (G-C) varia segun la
especie, en términos generales podemos decir que las leptospiras patogenas tienen 38.3% de G-C,
las especies aun no asignadas tienen un porcentaje de 40.0% v las especies saprofitas tienen 35.0%
de G-C. Comparado con otros géneros de la Familia Spirochaetaceae, como Borrelia cuyo
porcentaje G-C es mayor (46.0%) al igual que Leptonema (54.0%) o bien enterobacterias como
E. coli (48-52.0%). podemos decir que Leptospira tiene un porcentaje G-C relativamente bajo
(Faine er al., 1999; Adler and de la Pefia-Moctezuma, 2004; Madigan er al., 2004). En el Cuadro 4
se enlistan las especies del género Leprospira y su porcentaje individual de G-C.

A la fecha, se han publicado las secuencias completas de dos genomas del género
Leptospira, uno de la serovariedad Lai v otro de la serovariedad Copenhageni, ambos de la

especie L. interrogans (Ren er al, 2003; Nascimento e/ al, 2004). En Lai el tamafo del
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cromosoma I (CI) es de 4,332,241 pb y el tamaiio del cromosoma II (CII) es de 358,943 pb, sumado
en conjunto los dos cromosomas, el genoma completo es de 4,691,184 pb. El tamafio de los
cromosomas de Copenhageni es de 4,277,185 pb para CI y para CII es de 350,185 pb, el tamafio
del genoma completo es de 4,627,366 pb.

Cuadro 4. Especies del género Leptospira y sus porcentajes
guanina- citosina (G-C)

Especies patégenas Porcentaje de G-C
L. alexanderi 38.0

L. borgpetersenii 39-39.8
L. interrogans 349

L. kirschneri ND

L. noguchii 36.5

L. santarosai 40.5

L. weillii 40.5
Geno-especies sin nombre

Geno-especie | 398
Geno-especie 3 434
Geno-especie 4 38.9
Geno-especie 5 37.9
Especies patogenicidad incierta

L. fainei ND

L. inadai 42.6
Especies saprofitas

L. biflexa 335

L. meyeri 352

L. wolbachii 37.2

ND= Porcentaje no determinado (Faine ef al.. 1999; Adler and de la
Pefia-Moctezuma, 2004)

El genoma de la serovariedad Lai es 63.818 pb mas grande que el de Copenhageni. El
porcentaje de G-C es de 35.1% para CI v de 35.0% para CII en Copenhageni; ligeramente menor
que el de Lai, que es de 36.0% para Cl y de 36.1% para CII, lo que representa 1.0% mayor que en
Copenhageni. El nimero de genes entre las dos serovariedades varia, por ejemplo, el nimero de
genes que codifican para proteinas con funcién asignada es de 1,972 genes (1.811 en CI v 161 en
CII) en Copenhageni y para Lai es de 2,060 genes (1,901 en Cl y 159 en CII), una diferencia de 88
genes mas en Lai. Genes conservados o hipotéticos, Copenhageni tiene 1, 746 genes (1.643 en CI

v 113 en CII) v en Lai tiene 2.667 genes (2,459 en CI v 208 en CII), una diferencia 921 genes mas
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que Copenhageni. En las dos serovariedades hay 37 genes para ARN de transferencia y en ambas
serovariedades se encuentran en el CI. Todos los genes de ARN ribosomal (dos genes de 23S y
16S: uno de 5S) se encuentran en el CI., sin embargo Lai tiene un gen menos de ARNr 23S. En
cuanto a secuencias de insercion (ST), Copenhageni tiene 26 en CI v ninguna en CII, Lai tiene 48
en Cl y ademas hay 9 en CII, 31 IS mas en Lai que en Copenhageni. Entre las dos serovariedades
hay diferencias unicas, hay genes (especificos o copias extras) que son > a 180 pb, los cuales son
unicos en una u otra serovariedad, varios de estos genes se localizan en una region de 54 kb en
serovariedad Lai, region que no se encuentra en Copenhageni.

Por la prediccion de genes y su probable funcidén en la patogénesis de la bacteria, se
describen los siguientes que estan en ambas serovariedades: Hay 23 genes asociados a la
biosintesis del LPS v 79 genes asociados a quimiotaxis y motilidad.

Dentro de los genes relacionados con proteinas de adhesién y/o proteinas de superficie hay
seis proteinas adhesinas fimbriales. de las cuales tres (/ig4. ligB v lig(C) son proteinas con dominio
parecido a las inmunoglobulinas bacterianas y tres genes (LIC12259, LIC10021 y LIC13101) que
codifican para proteinas con dominios FG-GAP (fenilalanina-glicina v glicina-alanina-prolina)
similares a las proteinas integrinas a. relacionadas con la union a moléculas (matriz extra celular y
migracién de linfocitos). Se identificaron nueve genes relacionados con proteinas similares a
hemoaglutininas, 184 lipoproteinas y 33 proteinas relaciondas con polisacarido capsular o
exopolisacaridos. Respecto a los genes relacionados con proteinas con funcién de degradacion de
la membrana celular de hospederos, hay cinco homolisinas del tipo de las esfingomielinasas; una
fosfolipasa D ortologa y una hemolisina formadora de poros (1v/ABC). Dentro de las proteasas hay
una colagenasa, una metaloproteasa y una termolisina. Ademas tiene 12 genes que codifican para
una proteina similar a ankyrina (proteina asociada al citoesqueleto de eritrocitos) v ocho genes
asociados a resistencia del estrés oxidativo (Ren ef al., 2003: Nascimento et al., 2004"; Nascimento

et al., 2004%).
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2.11 Bacteriofagos y herramientas moleculares

El potencial de las herramientas moleculares para el analisis de la genética de Leptospira comienza
con el aislamiento del primer bacteriéfago o leptofago (el tnico hasta la fecha), por I. Saint Girons
y colaboradores en 1990 (Saint Girons ef al., 1990), quienes reportaron tres bacteriofagos en
Leptospira biflexa, aislados a partir de aguas residuales en Paris, Francia.

Los fagos no infectan cepas de especies patogenas de Leptospira y su rango sélo se limita a
infectar la serovariedad Patoc de L. biflexa. Estos fagos infectan a esta serovariedad produciendo
un ciclo litico, pero no entran en un estado lisogénico. Por medio de microscopia electronica, se
observé que estos fagos tienen cabezas poliédricas v una cola contractil. El genoma de estos fagos
es sensible a enzimas de restriccion y consiste en una doble cadena de ADN. Al linearilzar el ADN
de estos bacteridfagos, por electroforesis de campos pulsados, se observd que su genoma mide 60
kb para el fago denominado LE1 vy 50 kb para los fagos denominados LE3 v LE4. La secuencia del
genoma del leptofago. que tiene un tamaio de 74 kb y esta constituido por 79 MAL, con un
porcentaje G-C de 36%, similar al genoma de Leprospira (Bourhy et al., 2005).

Diez afios mas tarde del hallazgo del leptofago. se reportd la construccion de un vector de
transicion (“Shuitle”™) para L. biflexa y E. coli (Saint Girons et al., 2000). Este vector se construyo
con el promotor derivado del fago LEI, se tomaron fragmentos al azar del ADN de este fago vy
fueron clonados adentro del plasmido pGEM', que originalmente contenia el gene bla (B-
lactamasa) v fue remplazado por un marcador de resistencia a kanamicina proveniente de
Enterococcus faecalis (Saint Girons ef al., 2000). De esta manera, se disefiaron dos vectores de
transicion pGKLepl v pGKLep4. Esta construccion fue trasformada en L. biflexa serovariedad
Patoc 1 por medio de electroporacion, confiriendo a esta serovariedad transformada, la resistencia
a kanamicina. Estas han sido las herramientas genéticas basicas para Leptospira, las cuales son
escasas y no existian anteriormente para el género (Saint Girons ef al., 1990: Saint Girons et al.,

2000; Zuerner ef al., 2000). A partir de estas herramientas, algunas mutantes han sido generadas

L Promega, EUA.
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en L. biflexa entre otras, flaB, trepk, metW'y metY, fecA y feoB (Picardeau et al., 2001; Picardeau
et al., 2003; Louvel ef al., 2005). Mas recientemente, el transposon mariner (Himarl) ha sido
utilizado para generar mutantes aleatorias en cepas patogenas de Leprospira (Bourhy er al., 2005).

En la Figura 2 se muestra una de las construcciones mencionadas.

Figura 2. Vector pGKLep4 desarrollado

con el origen de replicacion del leptofago

5.562 kb LEl y un casselte de resistencia a

= kanamicina en el vector pGEM7ZI (+) ori
(Saint Girons ef al.. 2000)

pGKLepd

Fspl

pGEMT7Zf(+) ori

2.12 Sistema de Secrecion Tipo II (SST-II)

Proteinas de la membrana externa (PME), han llamado la atencion como una alternativa
inmunogénica para la prevencion de la leptospirosis. Se ha hecho mencion de los estudios que se
han realizado con PME. Entre estas, llama la atencion aquellas PME funcionales. El SST-II es la
principal via de secrecion proteica en bacterias Gram negativas, su secretina GspD se encuentra
localizada sobre la membrana externa. Dada su importancia, en este apartado nos referiremos al
SST-II. La nomenclatura de los componentes proteicos incluye las siglas GSP (general secretion
pathwayv). nomenclatura asignada a los genes que codifican para proteinas de este sistema. Sin
embargo, en varias de las bacterias donde se ha reportado el SST-II, los genes asociados se pueden
encontrar con otra nomenclatura, por ejemplo: Aeromonas hydrophila, tap; E. coli. etp; Klebsiella

oxitoca, pul; Legionella pneumophila, pil 6 Isp; Pseudomonas aeruginosa y Ps. putida, xcp;
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Vibrio cholera, etp, eps 6 vep, Xanthomonas campesiris, xsp (Thanassi and Hultgren 2000; Lee
and Schneewind, 2001; Sandkvist. 2001%).

El SST-II es responsable de secretar proteinas, tales como enzimas hidroliticas v toxinas.
Entre las enzimas que se han reportado ser secretadas por este sistema, varias se han relacionado
con el proceso de patogenicidad bacteriana, entre ellas se encuentran las siguientes: acidofosfatasa,
ADNasa, aerolisinas, amilasas, ARNasa, elastasas. exotoxina A, fosfolipasa A. fosfolipasa C.
lipasa C, lisofosfolipasa A, neuroaminidasas, proteasas-hemoagltininas. pululanasa, quitinasas,
toxina LT de E coli v V. cholera (Sandkvist, 2001"; Tauschek er al., 2002; Rossier et al., 2004).
Ademas, el SST-II se ha relacionado con la biogénesis de la membrana externa y la capsula
(Francetic ef al., 2000).

Las vias de secrecion bacterianas se han clasificado en SST-I, SST-II. SST-III. SST-IV y
autotransportadores o SST-V, esta clasificacion se basa en el tipo de mecanismo molecular que
utilizan. Sin embargo, entre éstos existe una subdivision que los clasifica en dos, los sistemas de
secrecion Sec-dependientes v los Sec-independientes. La diferencia entre la via Sec-dependiente y
la Sec-independiente, es que la primera necesita de un péptido sefial o secuencia lider que se une a
un complejo de proteinas situadas en la membrana interna, que sirven para translocar la proteina
inmadura del citosol al espacio periplasmico. Este complejo protéico se le conoce como sistema
Sec (Lee and Schneewind, 2001). La via Sec-independiente puede translocar la proteina desde el
citosol hasta el exterior de la célula, sin ningun intermediario periplasmico ni secuencia lider
(Thanassi and Hultgren, 2000; Lee and Schneewind, 2001). La secrecion de proteinas por el SST-
II (Sec dependiente), se inicia con el transporte de precursores monomeéricos con un péptido sefial,
utilizando la via Sec hacia el espacio periplasmico por medio de un poro. este poro esta compuesto
por tres proteinas denominadas SecY, E v G. La proteina precursora (con el peéplido sefial), se une
a la proteina chaperona SecB, quien la dirige a la subunidad SecA situada en membrana interna
(MI) con el complejo de translocacion SecYEG. La proteina SecA es una ATPasa cuya actividad

de hidrolisis provee de la energia necesaria para la exportacion de la proteina hacia el periplasma.
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Una vez que los polipéptidos se translocan, actia una peptidasa que procesa el péptido lider, para
finalmente liberar a la proteina en el espacio periplasmico. La energia de la hidrolisis de ATP se
utiliza para la transferencia de la preproteina de SecA hacia SecYEG, una vez que esto sucede, la
translocacion puede ser dirigida por la fuerza proton motriz (Driessen er al., 2001).

El transporte del producto extracelular translocado en el espacio periplasmico a través de la
membrana externa (ME), se lleva a cabo por 12 a 17 proteinas, que conforman el llamado SST-II
(Thanassi and Hultgren, 2000; Sandkvist, 2001°; Nascimento ef al., 2004). En el periplasma, las
proteinas a exportar cambian su estructura por medio de la formaciéon de puentes disulfuro o la
oligomerizacion v adquieren su conformacién nativa. EI SST-II incluve dos componentes
sobre la ME expuestos al exterior, las proteinas GspD y GspS. GspD pertenece a la familia de
las secretinas vy se inserta en la ME. por medio de su oligomerizacion formando un anillo
dodecamérico (Lee and Schneewind, 2001). Cabe sefialar, que la secretina GspD esta conservada
entre los SST-II de diferentes bacterias Gram negativas. Ademas, componentes similares son
encontrados en el SST-IIT y en el proceso de polimerizacion del pili tipo TV de varias bacterias
(Lory. 1998: Peabody er al., 2003). Por otro lado. la proteina GspS es una lipoproteina de la ME
que actia como chaperona de GspD para su correcto plegamiento v actividad. Sin embargo. la
mayoria de las proteinas de este sistema (GspB. C. F. G. H, L. J. K. L. M. Ny O) se localizan en la
MI o estan en el periplasma asociadas a la MI (Lory, 1998). GspE es una ATPasa que energiza el
proceso de polimerizacion de GspG. se localiza en la region citoplasmatica e interactiia con la
proteina GspL de la MI. Mas aun, GspG funciona como un pistén expulsando la proteina madura
hacia el exterior de la bacteria a través de la porina GspD (Lory, 1998; Sandkvist, 2001%; Sankvist,
2001%).

En el genoma de Leprospira (serovariedades Copenhageni v Lai), se encuentra el /ocus del SST-I1
(gsp) representado por gspCDEFG (gspCDEFG en Copenhageni v epsGFEDC para Lai) (Ren e

al., 2003; Nascimento ef al., 2004%). En las serovariedades Copenhageni y Lai el loci de gsp ésta
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compuesto por 17 MAL,' a diferencia del locus gsp en L. borgpetersenii serovariedad
Hardjo (Hardjobovis), que esta constituido por 14 MAL con un orden similar al de la
serovariedad Copenhageni (gspCDEF(G). Otra diferencia del /ocus gsp de la serovariedad
Hardjobovis (L. borgpetersenii) con Copebhageni y Lai (L. interrogas) es que corriente abajo de
gspG se encuentran 5 MAL que muestran identidades que corresponden a proteinas relacionadas
con la biogénesis de pilinas (MAL6, MAL10 v MAL12), similares a los genes que constituyen el
SST-IV (de la Pena-Moctezuma er al., 2002). Ademas. se ha determinado antigenicidad para la
proteina homologa de GspD en Leptospira borgpetersenii serovariedad Hardjo (Hardjobovis) (de

la Pefia-Moctezuma ef al., 2002; Rodriguez-Reyes et al., 2005).

! NCBI. NC 005823 y NC 004342.
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3 HIPOTESIS

La serovariedad Patoc de Leptospira biflexa posee genes homologos a gsp que codifican para

proteinas del sistema de secrecion tipo I1.

4 OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo fue la identificacion, secuenciacion y caracterizacion parcial de los

genes gspD; v gspk; en Leptospira biflexa serovariedad Patoc.

5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.1 Detectar y secuenciar los genes gspD; v gspl en Leptospira biflexa serovariedad Patoc, que
codifican para la formacion de una proteina (secretina) localizada en la membrana externay una
ATPasa de la membrana interna, respectivamente.

5.2. Comparar vy analizar in silico las secuencias de los genes gspD; v gspli; de la serovariedad
Patoc con las serovariedades patogenas Copenhageni, Hardjobovis y Lai, asi como con otras

secuencias homologas en las bases de datos.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Cultivo de Leptospira

La cepa de L. biflexa serovariedad Patoc cepa Patoc I, proveniente del Instituto Pasteur de Paris
(Leptospira National Reference Center, Institut Pasteur, Paris, France) y amablemente
proporcionada por nuestro colaborador Prof. David A. Haake de la Universidad de California EUA
(UCLA). fue cultivada en 100 ml de medio EMJH (Apéndice I) suplementado con 1.0% de
fraccion V de albimina sérica bovina' e incubada® a 30° C durante 5 a 7 dias, hasta que alcanzaron
un grado de desarrollo de 0.5 de turbidez segun el nefelémetro de MacFarland. equivalente a 10°

leptospiras/ml (Mvers, 1985, Faine ef al., 1999).

6.2 Extraccion de ADN genomico

El cultivo de Leptospira fue concentrado por centrifugacion® en tubos de 30 ml*, a una fuerza
16.000 x g durante 30 minutos (min) a 4° C. Se decanto6 el medio v el sedimento de leptospiras se
resuspendié en 4.2 ml de buffer tris-etilen-dinitrilo-tetracetato disédico (TE, Tris-EDTA) v 222 pl
de solucion de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10.0% (Apéndice II), mas 22.5 ul de Proteinasa
K' (20 mg/ml). La suspension de leptospiras se incubé a 37° C durante una h. Posteriormente, a
la mezcla se le agregd 1 ml de soluciéon de cloruro de sodio (NaCl) 5M mas 680 ul de una
solucion de bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB)' al 10.0%. precalentado a 65° C
(Apéndice II). Se mezclé todo e incubd a 65° C durante 20 min. Después de la incubacién, toda la
mezcla se transfirié a tubos nuevos® (estériles) con capacidad de 1.5 ml v se adiciond en cantidades

equivalentes cloroformo: alcohol isoamilico® (24:1 v/v). Se mezclé v se centrifugd’ a una fuerza de

' Sigma Aldrich, EUA.

? Precision Scientific Co, Mod 4, EUA.
* Centrifuga Beckman J2-21, EUA.

4 NalGen Nunc, EUA.

% AxyGen Sientific, EUA.

° IT-Baker, EUA.

" Savant. Francia.
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1,400 x g durante 5 min a 4° C. Después de la centrifugacion, se separ6 el sobrenadante en un tubo
nuevo v se repitio el mismo paso tres veces, hasta que el sobrenadante se aprecio incoloro.

El sobrenadante fue mezclado con 0.6 volumenes de 2-p1'0rpan0rl1 almacenado a4° Cy
se centrifugd” a 15,000 x g durante cinco min a 4° C. Se decant6 la solucién y el sedimento se lavo
tres veces con 2 ml de etanol' al 70.0% almacenado a -20° C. Finalmente. el sedimento se dejo
secar a temperatura ambiente v una vez seco se solubilizé en 0.5 ml de agua desionizada estéril
para su almacenamiento a 4° C hasta su uso (Ausubel er al., 1993; de la Pena-Moctezuma, 2002).

Después de la extraccion de ADN genomico, todas las alicuotas obtenidas fueron
cuantificados para obtener su concentracién para ensayos posteriores, la cuantificacion fue
realizada por medio de fluorometria.®* Ademas, se corroboraron las extracciones mediante geles de
agarosa al 1.0% tefiiddos con una soluciéon de bromuro de etidio (0.1 pg/ml) (Apéndice II) v

expuesta a la luz ultravioleta (UV) para visualizar el ADN.

6.3 Purificacion de ADN

Este método se realizo posterior a cualquier reaccion enzimatica (desfosforilacion, digestiones 6
ligazones) para librar el ADN de impurezas protéicas. Al volumen inicial, se adicioné un volumen
de agua desionizada estéril ¢.b.p. 200 pl v un volumen similar de fenol equilibrado (Apéndice II):
se mezclo v se centrifugd” a 14,926 x g durante cinco min. Se transfirié el sobrenadante a un tubo
nuevo® y adiciond un volumen similar de cloroformo: alcohol isoamilico' (24:1): se mezclo y se
centrifugd nuevamente a 15,000 x g durante cinco min y se recuperé el sobrenadante en un tubo
nuevo.

Para precipitar el ADN, al volumen recuperado, se adicion6 10.0% de solucién de acetato

de sodio 3M (Apeéndice II) mas 2.5 volumenes de etanol al 100% almacenado a — 20 ° C. Se

! IT-Baker, EUA.

2 Savant, FFrancia.

* Hoefer, EUA.

* AxyGen Sientific, EUA.
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incubd de 12 a 16 h o toda la noche a -20° C, y posteriormente, se centrifugd nuevamente. El
sedimento se lavé con 1 ml de etanol’ al 70.0% almacenado a -20° C y se centrifugd bajo las
mismas condiciones, el precipitado obtenido se dejo secar a temperatura ambiente v una vez seco,

se solubilizo en 20 a 35 pl de agua desionizada estéril v se almacend a 4° C (Ausubel er al., 1993).

6.4 Amplificacion de genes del loci gsp en L. biflexa serovariedad Patoc

Para identificar los fragmentos del /oci gsp en el genoma de la serovariedad Patoc. se disefiaron
inicialmente iniciadores degenerados para la PCR. Se analizaron las secuencias de aminoacidos y
nucledtidos de gspC. gspD v de gspll (MAL3, 4 v 5), de las serovariedades Copenhageni, Lai v
Hardjobovis de Leptospira para buscar regiones conservadas. La informacion de los genes v su
codificacion a proteina de serovariedad Copenhageni y Lai, fueron obtenidas del sitio electronico del
National Center for Biotechnology Information (NCBI, http:/www.ncbi.nlmnih.gov/) con los nimeros de
acceso CN005823 y CN004342 respectivamente. Las secuencias de la serovariedad Hardjo fueron
proporcionadas por el Prof. Ben Adler y el Dr. Dieter M. Bulach (provecto genoma- Hardjobovis,
en revision) de la Universidad de Monash, Clavion. Victoria. Australia. Con base en la secuencia
de aminoacidos de la serovariedad Lai, se encontré una zona conservada en gspD, para el disefio
de iniciador degenerado adelantado BAP2357 v una zona conservada en gspk para el disefio del
iniciador degenerado reverso BAP2358 (Cuadro 5). En la Figura 3 se muestra la secuencia de
aminoacidos de GspD v GspE de la serovariedad Lai v las regiones conservadas donde fueron
disefiados los iniciadores. Estos iniciadores amplifican mediante PCR un fragmento de 1.5 kb. Con
la finalidad de complementar la secuencia obtenida, se inicid en una estrategia de avance sobre el

cromosoma (“chromosome walking™) como se describe mas adelante.
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Figura 3. Secuencias de aminoacidos de GspDy, y GspE,, de la serovariedad Lai

GspDy,
MYGTISQFSIFRIFPILILLFLVWDKPVFPQSKKKSSVKTRSATAPEEPAEKSFYANWRDTELNDF
LKGMSAILKKNILLDESLKGKKITIISQKEIPIKNAFIFMKSVLESLGFGVVEEPDLISIVKIKDA
LARSPVVRVGKELIPETEVGDYRTITQI IPIENTKPEELEPILKRLTSPNTDVIVYRNTNTIVLSG
SCADINKLLVLINELDLKLEEASPGAIASACDVHIYTLEHSEAEKIAATLVKLDNPVVQSEELSPE
KKVPGQIPMKVEKIKAVGHKESNSVIVTATNAEWAETRKI IKVLDSARKQVLLEVLIVELTSSDLN
DFGIDWRYKGEAFGQFNSGLSKEANI INSNGQINPNVNTLSGFSLGFLKAGSEQI IGILSANQGNE
NFNVLSAPQVLENBNOERE I SVGODVPVRTQSRNAGTGGTNAVTVDNYEYRPTGI KLKFTPHVNKN
NRITLELFQEIKNIAEIALAGGNPTFNRREIKTSISIENTQSIVIGGLISNDKQKRIIKIPFLGDI
PYLGHLFKRTTEKIKKTNLMVFITPHILDSRENADKMTVKKKMLQEQYELERERILNKEKEIKSFF
RFKED

GspEL

MEEIFLQIPLKLIQKSRIVPFSLSKKTIRIAVSDPSDLHPMDDARNFLKGYNVEFILAPEPEIMRI THSHFDN
TSSAAKEMLNEMEGSFSELAEAFENETLDLSDDAPI IKMVNVILSQAVNERASDIHIEPYEKSLVVRYRVDGI
LHNVLSPPKSYHAGISSRIKIMSNLNIAENRLPODGRIKLRLAGKDIDIRVSTIPCQFGERIVMRLLNKTDOK
YSLDTMGFYPELTQSLRSLTYEPHGT TLVTGPTGSGKSTTLYSALSEINTEERNT ITCEDPVEYQTEGTSQMQ
MQEKIGLTFATGLRAILROIBBNEMMCE IRDEETARIATIQASLTGHLVFSTLHTNDAASAATRL IDMGIEPYL
ITSTVLGFMAQRLVRVICTQCKETYKPTTSELES IGISKKFLKNGNLHRGKGCSHCMGTGFKGRIGIYELLLV
NSPLKQAILHGKDAGQLNEIALEHGFRTLKDYGIRKVVDGVTTIDEVLRVT

Secuencias de aminoacidos de GspDy, v GspE; de la serovariedad Lai (NCBI, nimero de
acceso CN 004342). Las areas sombreadas con colores verde y rojo. indican las regiones
conservadas (serovariedad Copenhageni v Hardjo) sobre las que se disefiaron los iniciadores
degenerados para PCR BAP2357 y BAP2358.

6.5 Sintesis de iniciadores y secuenciacion de ADN

Para sintetizar los iniciadores y obtener las secuencias de los productos de PCR generados del
locus gsp (SST-II) en la serovariedad Patoc., se solicito el servicio externo del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, Av. Universidad 2001, Cuernavaca Morelos México. Las secuencias

de los iniciadores se muestran en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Iniciadores utilizados para la PCR

Clave Orientacion Composicion nucleotidica 5" -3 pb | Region sobrela
BAP que amplifica
607 r GGA AAC AGC TAT GAC CAT G 19 | pBlue Script
612 u GTA AAA CGA CGG CCA GT 17 | pBlue Script
1801 r CAT GAA CCA AGG CAT ACC 18 orfp9
1802 a AGA AGA AGT TTA ACG GGG 18 orfp9
2357° a ACN GTN GAY AAY CAR GAR GC 20 gspD
2358 ° r AC CAT DAT NAC RTC NGG RTC | 20 gspl
2360 a AAA GTC CAA AAG ATC CCC 18 gspD
2362 a AAC CACTCT CTATTC TGC 18 gspkl
2363 r ATT CAA AGT TGG CTA CCG 18 gspD
2364 r TCT TTT AAG ATT TGA GGG 18 gspl
2365 a TCC GAT GGA TGA TAT GCG 18 gspk
2376 r AGA ACT TCG AGT AAC ACC 18 aspD
2387 r TCC ATC GGA TGG AGG TCC 18 gspk
2388 r TGTTTG TCATTG GAG AGG 18 gspD
2390 a ATT GTG GAG CTT AGT TCG 18 aspD
2394 ° r TCN CCN GCN GCD ATC ATN CC 20 aspk
2406 a ACT TTA TAC CTA CGT TGC 18 gspF
2407 r ACT TGG GTA TTG GTC GGG 18 gspF
2408 r AAA GGC ATC TTC AAT CCG 18 aspD
2409 a AGT CGG TTT TGG AAA CCC 18 gspC

Ademas de la orientacion de cada iniciador (r = reverso; a = adelantado) v de su
composicion nucleotidica (5'-3"), se muestra sus longitudes (pb) v la regidn sobre la que

complementa. 1:

vector pBlue Script SK+; 2. orfp9 del locus rfb de L. biflexa

serovariedad Patoc: iniciadores degenerados. donde M = A/C, R = A/G. W = A/T. S =
C/G.Y=C/T,K=G/T.V=A/C/G,D=A/G/T.H=A/T/C.B=C/G/Ty N =A/C/G/T.
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6.6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El ADN gendmico de L. hiflexa serovariedad Patoc fue utilizado como templete para amplificar
fragmentos de ADN conteniendo genes del SST-II mediante la PCR. La concentracion de ADN
que se utilizo fue de 250 ng, las reacciones se realizaron en un termociclador Gene Amp 2 400
PCR System' v en un termociclador con gradientes de temperatura PCR-Express”. Las reacciones
se realizaron en volumenes de 25 pl. usando 2.5 unidades de la enzima 7ag ADN polimerasa’ en
cada mezcla; 1 pl de 10mM de una mezcla de dNTPs®, 2.5 pl de solucién amortiguadora para
PCR (10 X); 4 pl de MgCl 25 mM y 1 ul de iniciadores con una concentracion aproximada de 20
pmol. Para generar los fragmentos de ADN in vitro se utilizo el siguiente protocolo: Una
desnaturalizacion inicial del ADN a 94° C durante cinco min, seguido de 40 ciclos que incluyeron
un paso de desnaturalizacion a 94° C durante 40 segundos; un paso de alineacion de los iniciadores
por 50 segundos, donde el intervalo de temperatura varié segun el porcentaje de Guanina vy
Citosina (% G-C) de cada iniciador utilizado v un paso de extension de la polimerasa a una
temperatura de 72° C con un tiempo de aproximadamente 1 minuto por kb a amplificar.
Finalmente, un paso unico de extension de la polimerasa a 72° C durante siete min (Figura 4). En
algunos casos, para estandarizar la Ty, (melting temperature) optima de hibridacién o temperatura
de fusion de los iniciadores v eliminar fragmentos de ADN inespecificos, se realizaron reacciones
de PCR bajo distintas temperaturas de hibridacion (Ausubel ef al., 1993; Sambrook and Russell,
2001). Los productos de ADN que se generaron mediante la PCR, fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa al 1% (Apéndice II) y purificados por elusion de agarosa con un

. . 4
sistema comercial.

! Perkin Elmer, EUA

? ThermoHybaid, RU

* Roche Applied Science, Alemania.
* QIAGEN GMBH, Alemania.
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Cuando no se contaba con la secuencia para poder disefiar iniciadores v asi poder seguir
secuenciando, se utilizaron dos alternativas, la primera, PCR-inverso (I-PCR) (Sambrook vy
Russell, 2001) v la segunda PCR con un sélo iniciador especifico (single specific primer-PCR,

SSP-PCR) (Shyamala er al., 1989) que se describen mas adelante.

(°C) . v
Desnaturalizacion Desnaturalizacion
100 94°C
40 s Extension de 94° C
80 iniciadores
1min/kb 72°C
60
. . . 55n C!‘
50 Hibridacion de Al sicice

Figura 4. Constantes de la PCR. S = segundos; min = minutos; kb =
kilobase; * = teperatura que varia segun la composicion de los
iniciadores.

6.7 Digestiones y ligazones de ADN gendémico

Las digestiones se realizaron en un volumen final de 50 pl. adicionando 5U de enzima (BamHI,
Bglll, Clal, EcoRl, HindIIl),> 5 pl del la solucion amortiguada correspondiente (10 X) y 1 ug ADN
gendémico. Se adiciond agua desionizada estéril aforando a 50 ul. Los reactivos fueron mezclados
mediante pipeteo. Las reacciones se incubaron a 37° C, el tiempo de incubacion varié de acuerdo
con la concentracion de ADN, utilizando las siguientes condiciones: 5 U/lpug de ADN/60 min de
incubacion (Ausubel er al.. 1993). Las ligazones se realizaron en volumenes de 30 pl,
adicionando 1 pg de ADN (digerido v precipitado previamente segun se ha descrito); 3 ul de
solucion amortiguada para ligasa (10X), 5U de enzima T4 ADN ligasa;® ya aforando a 30 ul de

agua desionizada estéril. e incubando a 4° C por un periodo de 12 a 16 h. Posteriormente, se

? Invitrogen, EUA y Biolabs, UK.
* Roche Applied Science. Alemania.
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precipité el ADN recuperandolo en alicuotas de 35 ul y almacenandolo a 4° C hasta su uso

(Ausubel ef al., 1993).

6.8 PCR Inverso (I- PCR)

Con base en una secuencia conocida de ADN que se obtuvo por un PCR previo. se disefiaron dos
pares de iniciadores especificos en direcciones opuestas. los sitios de alineacion se escogieron
antes de la secuencia blanco de una enzima de restriccion (BamHI, Bglll, Clal, EcoRI, Hindlll),
previamente elegida. El templado para el método de I-PCR se obtuvo por medio de
recircularizacion y ligazon de fragmentos de ADN obtenidos por digestion (segun se ha descrito
previamente) de ADN genomico de Leprospira biflexa serovariedad Patoc. Una vez
recircularizados se realizo una PCR con los iniciadores especificos para amplificar un fragmento
conteniendo una secuencia ain desconocida, localizada después del fragmento conocido. La
digestion v ligazon fueron corroboradas por electroforesis en geles de agarosa al 1.0% (Apéndice
I1) v por medio de fotodocumentacion en el programa de computadora BioEdit' (Ausubel er al.,
1993; Sambrook v Russell, 2001). En la Figura 5 se esquematiza el diagrama de flujo para elaborar

un templado de ADN para I-PCR.

! BioRad, EUA.
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Figura 5. Diagrama de flujo para la elaboracion de un I-PCR

Paso 1 O
Digestion con ADN genémico
enzimas de

restriccion B

A J

Paso 2 —
Precipitacion de
ADN = ﬂ
’ Sitios de corte
Paso 3 de enzima
l A B
Recircularizacion 1=¢ ‘
por medio de una Fragmento de ADN digerido

autoligazon con

T4 ADN igssa < ﬂ,
Se O
\ {

Precipitacion de
ADN Paso 4

!

B
— I-PCR

Producto final a secuenciacion

A
—

Diagrama de flujo para la elaboracion del templado para un [-PCR (Sambrook y Russell,
2001). Paso 1. Se digiere ¢l ADN genomico con la enzima de restriccion adecuada: Paso 2.
Se precipitan los fragmentos de restriccion del ADN; Paso 3. Se realiza una autoligazdn de
los fragmentos de restriccion previamente purificados por extraccion fendlica; Paso 4. Sc
precipita el ADN recircularizado y se realiza la I-PCR para obtener el templado para
secuenciacion. Donde la linea azul representa la secuencia conocida sobre la que se
diseiiaron los dos iniciadores (Flechas rojas A y B) y la linea negra la secuencia por
descubrir después de secuenciacion con los referidos iniciadores.
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6.9 PCR con iniciador unico (SSP- PCR)

Para la SSP-PCR, se disefié un iniciador especifico sobre el extremo de la secuencia que se obtuvo
mediante la PCR previa, dicho iniciador se disefi6 frente a una secuencia blanco para corte con una
enzima de restriccion que se eligio previamente. El templado para esta técnica de PCR se obtuvo
con las digestiones de ADN genémico de L. biflexa serovariedad Patoc v del vector pBlue Script®
SK' con la misma enzima (digestiones por paralelo). Las digestiones y ligazones se realizaron
segun se ha descrito previamente, la ligazon se realizo utilizando una proporcién inserto-vector de
3:1 de ADN gendmico v plasmidico, respectivamente. Antes de las ligazones, el vector fue tratado
con fosfatasa alcalina para desfosforilarlo y asi evitar la recircularizacion del ADN plasmidico. Las
desfosforilaciones se realizaron en un volumen de 50 pl, adicionando 5 ul de soluciéon amortiguada
para fosfatasa alcalina (10X); 1U de fosfatasa alcalina' v aforando a 50 ul de agua desionizada
estéril. La reaccion fue incubada a 37° C durante 30 min. Posteriormente, se precipito el ADN
segun se ha descrito, recuperandolo en alicuotas de 20 pul de agua desionizada estéril y
almacenandolo a 4° C hasta su uso.

Todos los procesos fueron corroborados por electroforesis en geles de agarosa al 1%
(Apéndice II) y registrados fotograficamente. Para realizar la PCR se utilizo el iniciador en el
extremo de la secuencia conocida y uno de los siguientes iniciadores, el iniciador reverso (IR) (5
GGA AAC AGC TAT GAC CAT G 3') o el iniciador universal o M13 -20 (5" GTA AAA CGA
CGG CCA GT 37), ambos localizados en el vector pBlue Script, en dos reacciones de PCR por
paralelo (Shyamala ef al.. 1989; Ausubel ef al., 1993). En la Figura 6 se esquematiza el diagrama

de flujo para obtener un templado de ADN mediante SSP-PCR para su posterior secuenciacion.

' Roche Applied Science, Alemania
‘ Stratagene, EUA.
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Figura 6. Diagrama de flujo para la elaboracion de un SSP-PCR

Paso 1 @
ADN genomico O ADN plasmidico
ﬂ Digestion con ﬂ
la misma

«— enzima __ Precipitacion de ADN,
desfosforilacion del
plasmido digerido con
ADN fosfatasa alcalina y se

—_— A nueva precipitacion del
Paso 2 — Digeriia ADN

— +
Precipitacion de ﬂ ﬂ
ADN
Paso 3 ( T
Ligazén con pBlueScrip SK } , ~
T4 ADN
ligasa 5
< Sitio Mdltiple
/| de clonacion BAP 612
4
Iniciador Proporcién 3:1 de ADN gendémico y
L especifico plasmidico
Paso 4 ﬂ
—_— Precipitacion de ADN
Secuencia desconocida
Templado para — e
secuenciacion Fragmento A ! F2gmento de
del vector ADN genomico

Figura 6. Diagrama de flujo para la elaboracion del templado para mediante SSP-PCR
(Shyamala et al., 1989). Paso 1. Se digiere ¢l ADN gendmico v plasmidico por separado: Paso
2. El ADN genomico v plasmidico se precipitan por separado v el ADN plasmidico se
desfosforila y nuevamente se precipita; Paso 3. Se realiza una ligazéon con T4 ADN ligasa en
relacion 3:1 vector: inserto; Paso 4. Se precipita el ADN ligado con el inserto v se realiza la
SSP-PCR donde un iniciador (flechas rojas) fue disefiado sobre la secuencia (linea azul) y el
otro iniciador es el universal o el invertido (dependiendo de la orientacion del inserto. flechas

verdes). Paso 5. El producto final es un templado para secuenciacion donde la linea negra
representa la secuencia por descubrir.
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6.10 Analisis de secuencias de ADN y proteinas de Leptospira

Las secuencias de nucleétidos de los genes homoélogos a gsp en la serovariedad Patoc, se alinearon
y almacenaron con el programa Sequencher’ (version 4.5).

Los analisis de las secuencias de nucledtidos v aminoacios, asi como la prediccion de la
estructura secundaria v terciaria de las proteinas se realizaron de la siguiente maera. Para buscar
identidades y homologias. las secuencias de aminoacidos v nucledtidos de la serovariedad Patoc, se
analizaron en linea con otros genes de leptospiras (serovariedad Copenhageni, Hardjo v Lai).
Paralelamente, se seleccionaron las secuencias codificadas a aa de un grupo de 14 bacterias patogenas
(mamiferos, peces v plantas) Gram negativas, para realizar alineaciones v buscar identidades
individualmente entre secuencias de aa de GspD y GspE, las bacteria que se seleccionaron fueron:
Aeromonas hydrophila, Burkholderia pseudomallei, Erwinia chrysanthemi, Erwinia carotovora,
Escherichia coli K-12, Escherichia coli 078:H11, E. coli Dysenteriae (antes Shigella dysenteriae),
Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila, Psedomonas aeruginosa, Psedomonas putida,
Vibrio cholerae, Xanthomonas campesiris y Yersinia pestis (nimeros de acceso en Apéndice I11),
bacterias donde se han reportado genes que codifican para el SST-II (Sandkvist ef al., 2001).

Con la finalidad de obtener las similitudes entre genes homoélogos. se realizaron alineaciones
mediante los programas BLAST del National Center for Biotechnology Information (NCBI,
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) v mediante el programa ClustalW version 1.82 del European
Molecular Biology Laboratory-European Bioinformatic Institute (EMBL-EBIL. www.ebi.ac.uk/
clustalw/). También, se utilizo el programa Vector NT1? Suite version 5.5 para realizar alineaciones
con la finalidad de buscar regiones conservadas entre leptospiras y homoélogos en ofras bacterias
(E. coli K-12, E. coli O78:H11, K. pneumoniae, Ps. aeruginosa y V. cholerae). También, se
utilizo este programa para generar los arboles filogenéticos, dicho programa utiliza el método NJ

(Neighbour Joining) de Saituo y Nei.

! Genes Code Corporation, EUA.
? Informax, In¢
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Por otro lado, se utilizo6 el banco de datos del programa Dominios Conservados (DC) de la
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml), con la finalidad de buscar regiones
(dominios 0 modulos) que identifican a las bacterias por sus probables funciones, por medio de
una coleccion de secuencias de aminoacidos de distintas bacterias.

Para la prediccion de la estructura secundaria de la proteina, se almacenaron las secuencias
de aminoacidos en el programa Vector NT1, via dicho programa, se ingresaron las secuencias en el
programa en linea NNPREDICT-Protein Secondary Structure Prediction de la Universidad de
California, EUA (http://www.cmpharm.ucsf.edu/).

La prediccion de la estructura terciaria de la proteina, se realizo por medio del programa en
linea 3D-PSSM (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/) del Imperial College of Science. Technology &

Medicine del Reino Unido (Gémez v Valencia, 2003).
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7 RESULTADOS

7.1 Cultivo y Extraccién de ADN de L. biflexa

En promedio, el desarrollo de los cultivos de L. hiflexa serovariedad Patoc en EMJH vario entre 5
a 7 dias en alcanzar el 0.5 de turbidez segiin el nefelometro de MacFarland que equivale a
aproximadamente 10° leptospiras/ml.

La extraccion de ADN genomico de la serovariedad Patoc se cuantific6 a una

concentracion de ADN de 250 ng/pl en promedio.

7.2 Amplificacion de genes del loci gsp en L. biflexa por PCR

Con los iniciadores degenerados BAP2357 y BAP2358 se realizo una PCR con gradiente de
temperatura, donde se aprecioé que las mejores temperaturas para amplificar un fragmento de 1.5
kb fueron 57.4, 57.8 v 58.1° C. Se realiz6 entonces el ensavo a 58.1° C (Figura 7) v los fragmentos
obtenidos se secuenciaron en la Unidad de Secuenciacion del IBT-UNAM. Cuernavaca Morelos.

Los resultados de la secuencia generada con los iniciadores BAP2357 v BAP2358, se
alinearon por medio del programa Sequencher v las secuencias se compararon con el
cromatograma que incluye la secuencia. Con el iniciador BAP2357 se genero una secuencia util de
585 pb v con el iniciador BAP2358, se generd una secuencia de 379 pb.

A vpartir de esta secuencia, se disefiaron distintos iniciadores (Cuadro 5) para generar
mediante PCR los fragmentos de ADN v continuar la secuenciacién. Los fragmentos de ADN

fueron obtenidos mediante PCR directos. I-PCR v SSP-PCR.
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Figura 7. Imagen negativa de un gel de agarosa al 1%
mostrando fragmentos de 1.5 kb de ADN, generados por
PCR con los iniciadores BAP2357 y BAP2358 a 58.1 °C
como temperatura de hibridacién. En el Carril 1 se ubica el
marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen): carriles
2y 3, muestran un fragmento generado con ADN de la SV
Hardjobovis como control positivo y en el 2. el fragmento

gencrado con ADN de la serovariedad Patoc de L. biflexa
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En total, se generaron 22 fragmentos mediante PCR para completar la secuencia de los
genes gspD v gspk. En la Figura 8 se muestran los genes gspD v gspk asi como la direccion de las
secuencias. En total se secuenciaron 4,807 pb, de las cuales, 376 pb corresponden a un fragmento
de gspC: 1,788 pb a gspD: 1,677 pb a gspE v 966 pb a un fragmento de gspF (Figura 8), las
secuencias obtenidas de gspD y gspk de la serovariedad Patoc de L. biflexa fueron registradas en el
banco de datos GenBank de la NCBI (GenBank DQ489375 v DQ489376) (Apéndice III). Las
secuencias de gspD vy gspl fueron reveladas completas segin los MAL que indica el programa
Sequencher, ademas, comparando la longitud de gspD de la serovariedad Patoc, con sus
homologos en Copenhageni, Hardjobovis v Lai se encontrdé que gsplD de Patoc es muy similar
(1.788 pb) a los gspD de Copenhageni (1,791 pb) v de Hardjobovis (1,794 pb) con una diferencia
de 3 y 6 pb respectivamente, a diferencia de su homoélogo en Lai que es ligeramente mas larga, con
una diferencia de 60 pb (1.848 pb). La secuencia de gspFE en Patoc (1.677) es muy similar a sus
homologos en leptospiras patégenas. va que solo hay una diferencia de minima de 3 pb con
Copenhageni v Lai (1,674) y una diferencia de 6 pb menos en Hardjobovis (1.671).

En las Figuras 9 y 10 se muestran las alineaciones por separado de gspD v gspE de la
serovariedad Patoc, con sus homologos en las tres serovariedades patogenas de Lepiospira y a
manera comparativa, también se alinea con los homoélogos de E. coli K-12 v Ps. aeruginosa, donde
se reconoce que hay diferencias en tamafio. Comparado gspD de Patoc, con su homoélogo en
E. coli K-12, se aprecia que es 165 pb mayor, igualmente Ps. aeruginosa es 189 pb mayor que
la secuencia de Patoc (Figura 9). Contrastando, la secuencia de gspE de E. coli K-12 es 195 pb
menor comparado con gspls de Patoc y por otro lado, gspls de Ps. aeruginosa es 108 pb mayor que

en la serovariedad Patoc (Figura 10).
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Figura 8. |dentificacion de gspD y gspE asi como los fragmentos parciales de gspC y gspF de
la serovariedad Patoc (4,807 pb) mediante el programa de alineacion de secuencias
Sequencher®. Las flechas verdes indican una secuencia con iniciador orientado rio abajo y las
flechas rojas indican una secuencia con iniciador orientado rio arriba. Las flechas negras (
) indican el fragmento de ADN generado con los primeros iniciadores BAP2357 y BAP2358
(degenerados).
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Figura 9. Alineacion de las secuencias nucleotidicas de gspD de la serovariedad Patoc v sus
homélogos en Copenhageni, Lai v Hardjobovis. ademas de sus homologos en E. coli K-12 y
Ps. aeruginosa. La alineacion revela que hay regiones discontinuas en las secuencias de
leptospiras (ClustalW). Ecoli= E. coli; Ps= Pseudomonas. * = nucledtidos idénticos. Las

regiones enmarcadas indican la secuencia tinica de la serovaricdad Patoc.

Copenhagenl =  --rmcmrmrmrcmm it e et R e s e e S e
Lai = @ ceceemccemceeecaaa- ATGTGGAAAGAGGTAGCCAGATTCTCACCTACGAATTTATT 41
Hardj© s e e e e e eememeeaaen
PATOC  mm e e e oo
=l . S e e
Ps ATGTCCCAGCCTTTGCTCCGCGCCCTETTTGCCCCTTCCAGTCGTTUGTACGTTCCOGCC 60
Copenhageni = =-==c-ccc-cceaco. ATGTCCGGAACAATCAG--TCAACTTTCAATCTTTAGAAT-ATT 41
Lai ATCAGAAACTAAAAAGATGTCCGGAACAATCAG- -TCAACTTTCAATCTTTAGAAT -ATT 98
Hardjo @ = =  ====ssescecce--- ATGTACGGAACAATCAG- - TCAATTTTCAATCTTTAGAAT-ATT 41
PATOC = ressmccsscecccscce--- ATGAATTTATCAT - - TCGGAATTAARATGAGAAATCGACT 38
Ecoli = memmmmmmmmmmmees ATGAAAGGACTCAATAAAATCACCTGCTGCTTGCTGGCAGCACT 44
Ps GTCCTTCTCAGCCTGGCCCTCAGCAT CCAGGCGGCGCACGCCGAAAACAGCGGCGGGAAC 120
* * * * *
Copenhageni CTCCCT -TCTCATACTTTTGTTTTTAGTATGGGACARACCAGT CTTTCCTCAAAGTAAGA 100
Lai CTCCCT-TCTCATACTTTTGTTTTTAGTATGGGACAAACCAGTCTTTCCTCAAAGTAAGA 157
Hardjo CCCCAT-TCTCATACTTTTATTTTTAGTGTGGGACARACCGGTATTTCCTCAGAGCARGA 100
PATOC TCCCTC-AGTTGTACTTT-GTATTTGCCTTTACTTAATTGTAACCCCCAACTTTTCACAA 96
Ecoli ACTCATGCCTTGTGCAGGACACGCTGAGAACGAACAATACGGCGCGAACTTCAATARCGC 104
Ps GCCTTCGTCCCG-GCCGGCAACCAGCAGGAGGCGCACTGGACGATCAACCTCAAGGATGC 179
* * *
Copenhagani ARARARACTTCCGCARAGACARRATOG- - ~GTTAC- - - TCAAGAAGRAACCTTCGGARARRA 154
Lai ARAAAACTTCCGCAAAGACAAAATCG- - -GTTAC- - -TCAAGAAGAACCTTCGGAARAAR 211
Hardjo AAARATCTTCCGTTARARACARGATCG - - GCCACCGCTCCGEARGAACCGGCGEAARAGA 157
PATOC GAGAAR-~---~- GGGAAACCGAAAGCA- - -AAAAC- --CTCACARGAACCAGCT - -~~~ - A 139
Ecoli CGATATCCGCCAGTTCGTGGAAATAGTGGGTCAGCATCTTGGCAARACGATCCTGATCGA 164
Ps CGACATCCGCGAATTCATCGACCAGATTTCCGARATCACCGGCGAGACCTTCGTCGTCGA 239
* * * * * *
Copenhageni CT-TTCTATGCARATTGGAG- -~~~ AGATACAGAACTAARACGACTTTCTCAAAGGAATGA 208
Lai CT-TTCTATGCAAATTGGAG- -~~~ AGATACAGAACTAAACGACTTTCTCAAAGGAATGA 265
Hardjo GC-TTTTATGCGAATTGGAG- - - - - AGACACCGAATTGARCGATTTT CTCARAGGAATGA 211
PATOC GT-TTCACTGCGGATTGGAG- -~~~ GGATACAGAACTCARAGACTTCCTTATGGGAATGA 193
Ecoli CCCTTCGGTACAGGGAACCATTTCCGTACGCAGTAATGATACGTTTAGCCAACAGGAGTA 224
Ps CCCGCGGGTCAAGGGCCAGGTCAGCCTGETCTCCAAGGCCCAGCTCTCGTTGAGCGAGGT 229
* * o* * *
Copenhageni GCGCCA- -TTTTARAGAAAAATATTCTTTTAGATGARAGTTTARAAGGTARAARAATTAC 266
Lai GOGCCA- -TTTTAAAGARARAATATTCTTTTAGATGAAAGTTTAAAAGGTARRAARATTAC 323
Hardjo GCGCTA- -TCTTAAAGAAAAACATTCTTTTAGATGAGAGTTTAAAAGGTAARAAGATTAC 269
PATOC GTGCCA--TCATCARRARARATATTCTGATCGATGATGCGGTGAAAGGCAARRAGATCAC 251
Eceli CTACCAGTTCTTTTTAAGTATTCTTGATCTTTACGGTTATTCCGTGATCACGCTGG--AC 282
Ps CTACCAGTTGTTCCTCTCGGTGATGAGCACCCACGGCTTCACCGTGETTGCCCAGG--GC 357
* W * - * * & *
Copenhageni GATCATTTCTCARAAGGAAATTCCGATCAAAAATGGATTTATCTTTATGAAATCTGTTTT 326
Lai GATCATTTCTCARARGGAAATTCCGATCAAAAATGGATTTATCTTTATGAARATCTGTTTT 383
Hardjo GATCATTTCTCAAAAGGAAATTCCGATTAAAAATGCATTCATCTTTATGARATCAGTTTT 329
PATOC AATCATTTCTCAARARCGAGTTCGGATTGAAGATGCCTTTGGATTTATGAAGTCGGTTTT 311
Ecoli ARATGETTTTCTGARAGTG-GTTCGCTCAGCTAATGTARARACAT CGCCAGGGATGATTGC 341
Ps GACCAGGCACGCATOGTG- - - - CCCAACGCCGAGGCCAAGAC- - - - - CGAGGCCGGOGET 408
* * * *
Copenhageni AGAATCTCTAGGTTTCGGAGTAGTAGAAGAACCGGATCTCATTTCGATTGTTAARATTAR 386
Lai AGAATCTCTAGGTTTCGGAGTAGTAGAAGAACCGGATCTCATTTCGATTGTTAAAATTAA 443
Hardjo AGAATCCCTCGGTTTTGGCGTGGTGGAAGAACCGGATCTGATTTCGATTGTCAAGATTAA 389
PATOC GGAAACCCAAGGGTTTGGACTCATCGAAGAAAATGACCTCATTAAAGTTGTCAARATCAA 371
Ecoli TGACAGTTCTCGTCCAGGCGTAGGTGATGAGTTGG - - - TCACCCGAATTGTACCUGCTTGA 398
Ps GACCAG---------- ACCCCCCCGOATCOCCTOCA- - -GACCCCOOTCATCCAGCTGCA 455
* * * * - * * * *
Copenhageni AGATGCACTTGCTRAGATCTCCTATCGTTAGGGTCGGARARG- ARTTGATTCCCGRAGAGSE 445
Lai AGATGCACTTGCTAGATCTCCTATCGTTAGGGTCGCGAAAAG- AATTGATTCCCGAAGAGE 502
Hardjo GGATGCGCTTGCAAGATCTCCCGTGGTCCGAGTCGGTAAGG-AATTGATTCCTGAARCGE 448
PATOC AGACGCACTCGCTAAGT CACARATTGTTCGGATCGGAAAGG- ATCCAGTCTCTGATTCGG 430
Ecoli GRACGTTCCTGCTCGTGACCTGECCCCCCTGCTCCGCCAGATGATGGATGCGGGTAGCGT 458
Ps GCAGAGCCCEGTATCGGAACTCATCCCGCTGATCCGTCCGC- - -TAGTCCCACAATATGG 512

* * * * *k * *
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Figura 9. Continua. Alineacion de las secuencias nucleotidicas de gspD
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AAGTTGGAGATTATAGARCGATCACTCAGGTCATTCCTATTGAAAATGTAARACCAGAAG
AAGTTGGAGATTATAGARCGATCACTCAGGTCATTCCTATTGAARATGTAAAACCAGAAG
AAGTCGGCGATTACAGAACGAT CACTCAGATTATTCCTATTGAAAATACAAAACCGGAAG
AAGTTGCCTTRAACARARCTATCACTCAGATTGTTCCACTAGAGTTTTCGRATGCCATTG
CGGTAATGTTGTGCATTATGAACCCTCCAA - CGTTCTTAT - - - = - - TCTGA- - COGGTCE
CCACCTCGECOGCG - - - - GTGCCCTCGGCCAACGCGCTGAT - - - = - - CATCA- -GCGACCE
L * * * * *
AATTAGAACCTATTTTAAAACGTCTTACTTCTCCTAATACG- -GATGTGATCGTT - TATA
AATTAGAACCTATTTTAAAACGTCTTACTTCTCCTAATACG- - GATGTGATCGTT-TATA
AACTAGAACCGATTCTCAAACGTCTGACGTCTCCARATACG- - GATGTAATCGTT - TATA
AACTTGAGCCCATCTTGAAACGTGTCACGTCTCCCGATACC- -GATATCATCATT - CCTA
TGCCTCCACCATTAATARACTGATTGAAGTCATARAGCGCETTGATGTCATCGGCACAGA
CAGCGCCAATATCGCGCGAATCGARGACGTGAT CCGCCAGCTCGACCAGAAGGGCAGCCA
* * * * * * *
GAMATACAAATACGATTGTACTT - - TCAGGTTCCGCCGCAGACATCAATAA - ATTATTCG
GABATACAAATACGATTGTACTT- - TCAGGTTCCGCCGCAGACATCAATAA- ATTGTTGG
GARATACGAACACGATTGTTCTT- - TCCGGTTCCGGAGCTGACATCAATAA- ATTGCTGG
AARACCAAAACACATTGATTTTT - - TCTGGTTCCACAGCAGATATCAACAA - ATTACTCA
GAAGCAGCAAATTATTCATCTGGAATATGCGT CAGCGGAAGATCTCGCCGAGATTCTTAA
CGACTACAGCGTGATCAACCTGCGCTACGGCTGGGTGATGGACGCCGCCGAGGTGCTCAR
* * * * - * * *
T- - ACTTGTARGCGAATTTGACGT CAAAATCGAAGAGGCGACCCCAGGATCGATTTCATC
T- - ACTTGTARGCGARTTTGACGT CAAAATCGAAGAGGCGACCCCAGGATCGATTTCATC
T- - TTTCATARACCAACTCGACCTCAAATTGOAACACCCAACTCCCQGCECAATCOCCTC
A--GTTAGTTGATAATTTGGATGTAAGAGCAGATGGA- - - - - - CCCGRETCCATTTCTTC
TCAATTAATCAGCGARAGCCACGGTARAAGCCAGATGCCAGCCCTCCTCTCCGCGARGAT
CARCGCCATGAGCCGCGGCCAGECCAAGEGCECGEOG- - - — - - - - - - - ~GGCGCCCAGET
* * *
GGCAGGTGATATTCATATTTATACTTTGGAATACAGTGAAGCTGARARAAT - CGCGGCGA
GECAGGTGATATTCATATTTATACTTTGGAATACAGTGAAGCTGARARAAT - CACGACEA
CGCOEETGACGTGCACATTTAT ACTCTGGAGCATAGCGAGGCCGARARGAT - CGOGGCCA
GGCTGGTGACATCCATATTTATACTT TGGAATACAATGAAGCAGAAARACT - CGCAGCCA
TETGECGGATAAGCGAACCAACTCTCTTATCATCAGTGGACCGGAAARAGCACGCCAGCG
GATCGCCGACGCGCGCACCAACCGCCTGATCATCCTCGGCCCGCCGCAGGCGCGCGCCAR
- L] - - * - - - * LE 2]

CTTTAGTTAA- -GTTAGACAATCCTG
CTTTAGTTAA- -GTTAGACARTCCTG
CTCTCGTTAA- - ATTGGATAACCCT
TCCTTGTGAA- - ATTGGATATGCCTGRTGCGCCTGTCGCTCCG- - - - - - ACGACTCAAG
CATCACTTCATTACTGARAAGCCTTGATGTCGAAGAGAGCGAGGAAGGAAATACCCGGGT

GCTGGTGCAACTGGOGCAATCGCTGGACACCCCGACCGCGUGCTCGEGCCAACACCCGAGT
* * ® &

~~~~~ TCTGAAGATCTG- - - - - - - - - -GGTTCTGAAAGAARAGCCTCCAC- - - -CGCCAGG

CTGAAGATCTG--~-=-=-===--= GGTTCTGARAGAAAGCCTCCAC- - - -CGCCAGG

CCGAAGAATTG--~=-=====~ AGCCCCGAGRARARAAGTTCCG-~~--~-~~-~-~~ GG

CTGGTGAAGCG---~---=--~-~- GGGECTGATGGAAAACCTGCCC- - --CTCCACC

TTATTACCTGAAATATGCTAAAGCCACGAATC’I‘GGTGGAAGTGCI‘AACCGGTGTTTCCGA
GATCCGCCTGCGCCACARCGACGCCAAGACCCTCGCGGARACCCTCGGCCAGATTTCCGA

* * * W *

AAAGCTGAAAGATGAAAAAGGGAATGCGCGTAAGCCCTCCTﬂTTCTGGCGCGATGGATRA
AGGCATGAAGAACAATGGCOGGCCAGGECEGCEAACAGACCAECGGCEGCCCGACCGAGCAR

* * *
GATCAAGGOGGTTGGCCATARAGAATCCAATTCTGTGATTGTTACGGCGACAAATGOGGA
GATCAAGGCOGGTTGGCCATARAGARTCCAATT CTGTGATTGTTACGGCGACAAATGCGGA
GATCARGGCAGTAGGTCATARRGAATCTAATTCCGTTATTGTRAACCGCARCGAATGCCGA
AATCARAGCAGTGGCCCATAAAGAATCGAATTCACTCATTGTAACAGCCACGCCACARGA
CGTCGCCATTACCGCCGATGAACAGACTAACTCTCTGGTCATTACCGCTGACCAGTCCGT
CATCCTCATCCGTGCCGACGAAAGCACCAACGCCCTGGTCCTGCTGGCCGACCCGGACAC

& * 4w * kK I *

ATGGGCAGAAAT CCGTAAAATCATTAAGCGTTTTGGATTCAGCTAGAAAACAGGTTTTATT
ATGGGCAGAAATCCGTAAAATCATTAAGGTTTTGGATTCAGCTAGAAAACAGGTTTTATT
ATGGGCCGAGATTCGRAAGATCATTAAAGTTTTGGATTCCGCTCGARARACAGGTTCTCTT
ATGGGAAGAAATTAARAAARTCATCAAARATTCTAGATACACCGAGAAAACAGGTGTTACT
CCAGGARAAACTCGCCACGGTAATTGCGCGTCTGGACATTCGCCGTGCACAGGTGCTGGT
GETCAACGCTCTCGAAGACATCGTTCGCCAGCTCGACGTGCCGCGTGCCCAGGTATTGGT

* * * * ko * * ko k & * *
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AGAAGTTTTGATCGTGGAACTTACTTCCAGTGATTTAAACGATTTCGGGATCGATTGGAG
AGAAGTTTTGATCGTGGAACTTACTTCCAGTGATTTAAACGATTTCGGGATCGATTGGAG
AGRAGTGCTAATTGTGGRACTTACTTCTAGCGACTTGAACGACTTCGGGATCGATTGGAG
CGRAGTTCTCATTGTGGAGCTTAGTTCGACTGATTTAAATGATTTTGGTATCGATTGGCG
TGAGGCAATCAT CGTTGAAGTTCAGGATGGAAATGGACTAAACCTOGGOGTGCAATGGGT
GGAAGCGGCCATCGTCGAGATCTCCGGCGACATCCAGGATGCCGTCEGCGTGCAATGGGET

EE dk ok kk P
ATATARGGGGGAAGCTTTCGGTCAATTCAATT-----~~-~--~~ CTGGTCTTT----CTAA
ATATARGGGGGAAGCTTTCGGTCAATTCAATT------~- -~~~ CTGGTCTTT----CTAA
ATATAAGGGAGAGGCTTTTGGTCAATTCAACT---~-~--~-~-=--~ CGEETCTTT-~---CTAA
TTACCAAGAGCTTGCCTATGGACAGTTTAACA-~-~-~~--~~-=-~ CAGGTCTTG- - - -CGGC
GRATARAMACGTTGGCGCACAGCAATTTACCAATACCGGATTACCGATTTTTAACGCTGC
GATCAACAAGGGCGGCATGGGCGEGRAACCAAGA- -~ -~--~-~---~ CCAACTTCG--------
* * * * *

AGAAGCGAATATTATCAATTCGAACGGTCAGGTCAATCCGAACATARACACTCTGAGTGGE
AGAAGCGAATATTATCAATTCGAACGGT CAGGTCAATCCGAACATAAACACTCTGAGTGG
AGAGGCAAATATCATCAATTCAAACGGACAAATCAATCCARATGTCAACACACTCAGCGG
ACAAGGGGGAGTGATCGATAAARATGGTCGTCCTA - - - CCAATGTGAACACACTATCTGG
GCAAGGTGTGGCTGATTATAAARAGAATGGTGGGATCACCAGCGCGAA - - TCCTGCCTGE
CCAATACCGGACTGTCCATCGGCACCCTGCTGCARATCGCTCCGAGAGCAACRAGGCACCGGE

* * * * * * * %
TTTCTCTTTAGGATTTTTAARAGCTGGTTCGGAR- - -~~~ CAAATCATA----- GGRATT
TTTCTCTTTAGCATTTTTAAAACCTCOTTCOCAR------ CARATCATA----- GORATT
TTTCTCTTTGGGGTTCTTAAAAGCAGGTTCGGAA- -~~~ - CAGATCATC----- GGRATT
TTTTTCACTTGGATTCATCCGCCGTGGTGGGCAA- -~~~ ~ CAAATCATT----- GGTATT

GATATGTTTAGCGCCTACAATGGCATGGCCGCAGGCTTCTTCAATGGCGACTGGGGAGTA
AATCCATCC- - - - CCGACGGCGCCATCGTCGGCA - - - TCGGCAGCAGCAGCTTCGGCGCG
* * * &
TTAAGCGCCAATCAAGGAAATGAAAACTTTAACG- TGTTATCTGCTCCTCAAGTGC--TT
TTAAGCGCCAATCAAGGAAATGAAAACTTTAACG- TGTTATCTGCTCCTCAAGTGC--TT
TTAAGTGCTAACCAAGGAAATGAARATTTCAACG-TATTATCCGCTCCTCAGGTAC--TC
TTGAATGCAAACTCTACCAATGAAAACTTCAATG- TATTGTCGGCTCCGCAAATTT--TG
CTGCTTACCGCGCTGGCCAGTAACAATAAAAATGACATCCTCGCCACCCCAAGCATCGTA
CTGGTCACCGCGCTCTCGGCCAACACCAAGAGCAACCTGCTGTCGACCCCGAGCCTGTTG
- - L - - - -k -

ACGGTAGATAAT CAAGAAGCAGARATCAGTGTGGGTCAAGACGTGCCCGTTCGAACTCAG
ACGGTAGATAATCRAAGAAGCAGAARTCAGTGTGGGTCAAGACGTGCCCGTTCGAACTCAG
ACCGTGGATAAT CAAGARGCGGAART CAGTGT CGGCCAAGATGTTCCGGTTCGGACGCAG
ACCTTGGACAACCAAGAGGCAGARATCAATGTGGGTCAAGACGTTCCCGTTCGTACCCAA
ACGCTGGATAATAAACT CGOGTCCTTCAACGTGGGGCAGGATGTGCCGGTGC-TATCCGG
ACCCTGGACAACCAGAAAGCGGAGATTCTGETCGGCCAGAACGTACCGTTCCAGACCOGGL
- * ok kk * * * * ek kk Ak * ek kE * % *

AGTAGGAACGCAGGTACTGGTGG- - - AACGAACGCTGTAACTGTGGACAATTACGAATAT
AGTAGGAACGCAGGTACTGGTGG- - - AACGAACGCTGTAACCGTGGACAATTACGAATAT
AGTAGGAATGCCGGTACCGGTGG- - - AACARATGCAGTTACAGTAGACAACTACGAATAT
AATCGARATGCGGGTCTTGGTGG- - - AGACAACGCGGTAACGGTAGCCAACTTTGAATAC

GTCACAGAC--~-~~ CACTTCAGG- - -GGATAACGTCTTTA-~- -~~~ ATACCGTCGAACGC
TCCTACACCACCAACAGCGAAGGTTCGAGCAACCCGTTCA- -~ - -~ CCACCGTGGAGCGC
* % * ok L * * &

CGTCCTACCGGTATCAAACTTAAGTTTACTCCTCACGTGAACARARATARTAAGATCACT
CGTCCTACCGGTATCAAACTTAAGTTTACTCCTCACGTGAACARAAATAATAAGATCACT
CETCCCACAGGTATCAAACTCAAGTTTACTCCGCACGTAAACARAAACAATAGGATTACT
CGTCCAACAGGGATTAAACTARAGTTTACCCCACATATCAATARARACAACCGCATCACT
AAAACGGTGGGGACARAACTCARAGTTACTCCGCAGGTCAATGAAGGCGACGCEGTGTTG
AAGGATATCGGCGTCAGCCTCAAGGTCACTCCGCACATCAACGACGECGCGGCCCTGCGT

** * *k Tk * *X k%x ** * kX * *
CTCGAACTCTTTCAGGAGATTAAARATATCGCAGAGATTGCTCT - - - - - - CGCCGGAGGA
CTCGAACTCTTTCAGGAGATTAAARATATCGCAGAGATTGCTCT - - - - - - CGCCGGAGGA
CTCGARCTCTTCCAGGAGATTAAGAATATCGCTGAGATTGCCCT - - - - - - TGCCGGAGGS

CTCGATTTGTACCAAGARATCAAMRACGTCGCGGGGATTTCATCGGARGCCACTGGTGGA
CTCGAAATAGAGCAGGAAGTCTCCAGCGTTG- - ACTCTTCCTCT - -AACTCGACGCTCGG
CTGGAGATCGAGCAGGAGATCTCGGCCCTGCTGCCCRAACGCCCAGCAGCGCAACRATACT
* ok ww * *Ek kR * * *

AACCCTACTTTCAATCGAAGAGAAATTAAAACTTCTATCTCAATTGAAAACACT CAATCT
AACCCTACTTTCAATCGAAGAGAAATTAARACTTCTATCTCAATTGARARCACT CAATCT
AATCCGACTTTCAATCGACGCGAAAT CAAAACTTCCATTTCCATTGARAACACTCAGTCT
AACCCAACGTTTAATAAACGTGATATCARAACAACCATCGTTGTGGATAATATCCARACT
- -CCCGACGTTTAATACCOGTACTATTCAAAACGCCGTGCTGGTCAARACCGGTGARACG
GACCTGATCACCAGCAAGCGCTCGATCAAGAGCACCATCCTCGCCGAGAACGGCCAGGTG

* * * LA * * *  ow * -
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ATCCTGATCGGTGGATTGATT TCCARCCGATARACAAAAARGART CATTARRATTCCTTTT
ATCGTGATCGGTGGATTGATTTCGAACGATAAACAARAAAGAATCATTAARATTCCTTTT
ATCGTGATCGGGGGACTTATCTCARATGATAARCAARAGAGGATTATTARRATTCCTTTT
ATTGTGATAGGAGGACTCCTCTCCAATGACAAACARRAGAAAGTGCARARGAT CCCCATT
GTGGTCCTGGGCGGATTGCTGGATGATTTTTCTARRGAGCAAGTGTCAARGGTTCCTCTG
ATCGTGATCGGCGGCCTGATCCAGGACGACGTTTCCCAAGCCGAGTCGAAGGTTCCCCTG
* kA * Eh hE * * * * ** LA *
CTAGGAGACATTCCGTATTTAGGTCATCTTTTTARAAGAACTACTGAAARRATTAAMAAG
CTAGGAGACATTCCGTATTTAGGTCATCTTTTTAAAAGAACTACTGAAAAAATTAAARAG
CTTGGAGATATTCCGTATTTAGGT CATCTTTT CAAAAGGACTACCGAAAARATCAAAARG
TTAGGGGAGATTCCCCTCCTTGGGACTTTGTTTCGTCGTACCACAAACCAARAATCGCAAA
CTTGGCGATATTCCTTTAGTGGGGCAACT CTTCCGCTATACCT CCACCGAGCGCGCTARA
CTCGGGGACATCCCATTGCTCGGTCGCCTGTTCCGTTCCACCAAGGACACCCACACCAAG
* kk kk koh ko * ko * ok * & * ok
ACCAACTTGATGGTTTTTATTACGCCGCATATACTCGATAGTAGAGAGACTGCGGATARG
ACCAACTTGATGGTTTTTATTACGCCGCATATACT CGATAGTAGAGAGACTGCGGATAMG
ACGAACTTGATGGTTTTTATCACACCGCATATACTGGACAGTAGAGAAAATGCGGATAAG
ACCAATTTGATGGTGTTTTTAACACCGCACATTCTGGACGATCGGGATARATCGGATCGA
CGCAACCTGATGGTATTTATCCGTCCG - - -ACGATTATCCGTGACGATGATGTTTATC-G
CGCAACCTGATGGTCTTCCTGCGTCCT - - -ACGGTGGTCCGCGACAGCGCCGGTC-TCGC

L d LA L E R & 2 B 2l * * * * *
ATGACTGTT-AAGAARARAATGCAGC------~--~--=---~-~- AGGAACGTTACGARACTCGA
ATGACTGTT-AAGAAAARAATGCAGC- == ===== === ===~ AGGAACGTTACGAARCTCGA
ATGACCGTG-ARGRARAAGATGCTAC-~-=====co=c=ux AGGAACRATACGAGCTCGA
ATCACCATCCARAAGRARRATCAACA--------------~- ACARAGCATCCTOCATCAR

CTCACTGTC- AAAAGAGAAATACACCCOGTTACCG - -TCAGGAGCARCAACAGCGGATCGA
CGCGCTCTC-GGGCARGAAATACAGCGACATCCGGEGTCATCGACGGCACTCGCGGCCCGE

- - * ok dE
GAGAGAA- - AGRATCCTCAACAAAGAARGAGARATCAGA -~~~ ~~~~~ GARRGAGGGGAT
GAGAGAA--AGAATCCTCAACAAAGAAAGAGAAATCAGA--~~~=~~~ GARAGAGGGGAT

AAGAGAA--AGAATCCTCAATAAAGAARAAGARATCAAATCTTTCTTTGAAAAAGAGGAT
CGAGAAA - -AGAAACTGAGATGA- =~ === -- === r e cccc e e e e
CAGGAAATCAAAAGOGCTGGTTGECTCGGAAGATTTGCCGGTGCTGEGATGAAAACACGTT
AGGGACGACCCAGCATCCTGCCGACCAACGCCAACCAGT - -TGTTCEATGRACAGGCCGT

CAACAGTCACGCCCCTGCGCCATCGTCACGGTGA 1953
CGATCTGCGCGAACTGATGACGGAATAA- -~ - - - 1877
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Figura 10. Alineacion de las secuencias nucleotidicas de gspk de la serovariedad
Patoc v sus homologos en Copenhageni. Lai y Hardjobovis, ademas de sus
homologos en FE. coli K-12 y Ps. aeruginosa. La alineacion revela que las
secuencias son mas homogéneas y son de tamaiios (longitud) similares (ClustalW),
Ecoli= E. coli; Ps= Pseudomonas: * = nucleotidos idénticos.
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ATGTCCGTGTTCGCCACCGCCGCCCAGGACCECCTGCTGGACCTCEEGCGACCTGCTCCGT

....................... TTGAARACTCTCGGAGATATCCTAAT CGAAGRGGGGA
....................... TTGAAARACT CTCGGAGATATCCTAATCGAAGAGGGGA
_________________ TAAAATTTGAARACTCTCGGAGATATCCTAAT CGAAGAGGGGA
.................... ATGAGAAAAAGTTTAGGGCAGATTCTTTTAGAAGATGGAA

GAGCTGGTCECCCAGGECOGEETCGEGCAGGAGCAGCCCGAACAGTEGCCTGGCGATCCGL

TCATATCTGARAAAGATCTGGAAGATTCCCTAAAGGTTCAGAARARARACAACCTTCCAC
TCATATCTGAAARAGATCTGGAAGATTCCCTARAGGTTCAGAARARAAACAACCTTCCAC
TCATATCCGAAARAGAT CTGGAAGATTCCCTTARGGTTCAGARGARARATARCCTTCCGC
TCCTTACCATTAAGGATTTAGAGGATATTTCCAAACAACAGGAAARARCAAATCTTCCAC

CGCAGCGCGATGOGCAACCAGCAGCATCCGOTGGAGT TCCTCGCCGOGCAGCAGGTOGAG

TCAGTCATATCATTCAGAARAMAGGAATCGCCGGAGARAGCAGATATTCTCCGCGCCCTAT
TCAGTCATATCATTCAGAAARRAGGAATCGCCGGAGARGCAGATATTCTCCGCGCCCTAT
TCAGTCATATCATTCAGAARARAAGGAATCGCCGGAGARAACCGATATTCTCCGTGCCTTAT
TCACTCATATCATCCAAAAAAAAGGACTCGCATCCGAAACAGACATTTTARAGGCACTGG

GATCTCRAGCGCCCCGGACGCAAG- - CTCGACCTGGAGACCCTCACCCAGTGGCTGGCCG

QOARACTCTATCARCTCGAATTCAGAGARAMGTTAGAGTTTACGGGTATGGAAGAAATAT
CCAAACTCTATCAACTCGAGT TCAGAGAAAAGTTAGAGTTTACGGGTATGGAAGAAATAT
CCAAACTCTATCAGTTTGAATTCAGGGAAAAACTTGAATTTACGGGAATAGAAGACGTAT
CARAACTCCATAGAATGGARTTTTACGACARACTTGAGTTTGTTGCCAGTGATGAGATCT

AGTACGCCGGCCAGCCCTACCTGCGCATCGACCOGCTGARGATCGACGT CGCCGCGGTGA
* *
TTTTACRAATTCCTCTARAACTCATTCAGARAAGTAGAATCGTTCCGTTTTCTCTTTCTA
TTTTACAAATTCCTCTAAAACTCATTCAGAAAAGTAGAATCGTTCCGTTTTCTCTTTCTA
TTTTACAAATTCCGTTGAAACT CATT CARAAAAGCAGGATCGTTCCATTTCAACTTTCCA
TTAGTAAGATCCCTTTGAAACTAGTCCAACGTTCCAAAATTGTTCCCTTCCTAGT CAAAG
CTCACCGTACCCCGCCAGTTGGGUGCTGGCACAAC-GAATTGGTTATCTCTATTCAGAGS
CTCCGCTGATGTCCTACGCCTTCGCCCAGCGCCATGGCATCCTCGCCGTCGCGCTGAGTC
* * * * % *
AARAARCAATTCGAATTGCTG-TATCOGATCCTTCTGATTTACATCCGATGGATGACGCT
ARAAAACAATTCGAATTGCTG-TATCCGATCCTTCTGATTTACATCCGATGGATGACGCT
AAAAGACGATTCGAGTCGCOG-TETCCGATCCGT CCGATCTGCAT CCGATGGACGAOGTS
GAAAARRAAGTTTTTGTCGCCA- CAAGTGATCCAACGGACCTCCATCCGATGGATGATATG
GCGAGATTATTTATCTCGCCOGATACGCCATTCGAGCGGTT - - -ACTCGATATTCAACGTC

CGGAGGARGTCACCATCGCCAGCGCCCAGCCCTTCGTACA -GGGCTGGGARAGCAACCTG
* * * * * - * -
CGTAACTTTCTAARAGGTTACAACGTGGAATTTATTCTCGCTCCEG- - - - - AACCGGAGA
CGTAACTTTCTAARAGGTTACAACGTGGAATTTATTCTCGCTCCGE- - - - - AACCGGAGA
CGGAATTTCTTARAAGGATATAACGTAGAATTTGTTCTCGCTCCGE- - - - - AGCCGGAGA
CGATCCTTCTTARAAGGATACGAAATTCAATTTGTTCTCGCAACCE- - - - - AGARCGAAA
AGG- - TTGGCCAGTGCCAGACCATGACCAGCTTGT - CACAGGCTGA- - - - - TTTTGAAGC
GTGCATGTGCTCAAGCGACCGATCARGCGGGTGGTGGCGAACCCGEOGGACATCCAGOGE
- -

T-CA--TGAGAATTATTCATTCTCATTTTGATAATACATCTTCTGCCGCCARAGAGATGT
T-CA--TGAGAATTATTCATTCTCATTTTGATAATACATCTTCTGCCGCCAAAGAGATGT
T-CA--TGAGAATCATCCATTCTCAGTTTGATACTACCTCTTCATCAGCAARAGAAATGC
T-CA--TGOGCATCGTCCATTCTCAGTTTGATAAAACAACTGCAGAAGCAARAGARATGA
T-CGGCTGGAAGCGGTATTCCATCAGAATACCGGTGAGTCGCAACAGATTGCGCAGGATA
TACACCGTCGAGTTCTTCCGCCTGGCCCGCTCGGTCAGCGGCGCCACCTCGCCGGACCAG

* ok * *
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TARATGAGATG-GAGGEAAGTTTTTCCGAACTTGCAGAAGCCTTTGARAATGARA - --CC
TAARATGAGATG-GAGGGAAGTTTTTCCGAACTTGCGGAAGCCTTTGAARATGAAR- --CC
TARATGRAATG-GAGGGAAGTTTTTCGGRAACTTGCGGAAGCTTTTGARARCGARR - --CT
TGEATCGAGATG-GATGGAACTTTCGGAGATCTCTCCGATGCCTTCGAATCCGACG---CA
TCGATCRATCC-GTCGATCTTCTCTCGCTTTCGGARGAGATGCCCGCARATGARAGATCTC
AAGATCAGCGGCGTCGGCAACTTCGAGCAGTTGCTCAACCTCGGCGCCGCCGACCAGGRG
k& * * * * * * W
CTGGATCTAAGCGATGACGCTCCGATCATCARRATGGTCAACGTGATCCTTTCCCARAGCG
CTGGATCTAAGCGATGACGCT CCGATCAT CARAATGGTCAACGTGATCCTTTCCCAAGCG
CTAGATTTAAGCGACGACGCCCCTATCAT CAARATGGTARATGTGATTCTTTCGCAGGCC
CTCGATCTCTCTAACGAAGCACCCATCAT CARGATGGTGAATGTGATTTTATCCCAGECT
CTGAATGAAGATTCAGCGGCACCGGTTATCCGCTTGAT CAATGCGATTTTGAGTGAGGCC
CCGGAC- - -GCCAROGACGCGCACATCGTCACCATCGTCGACTGGCTGTTCCAGTACGCC
* * * * kW * * * * * * & * * ko
GTCAACGARAGGGCTTCGGATATTCACATTGARCCTTACGRARRGTCTCTCATAGTTCGT
CTCAMNCGAANGCECTTCGCATATTCACATTCAACCTTACGARAAGTCTCTCATAGTTCCGL
GTCAACGAAAGAGCTTCCGACATTCACATCGAGCCATATGAARAGTCACTCATGGTTCGT
GTGTCCGAGCGCGCTTCCGATATCCACATCGAACCATTTGAAARATCTGTCATCGTTCGG
ATCAAARGAAACCGCCTCTGATATCCACATTGAAACCTATGAARAAACAATGTCGATCCGT
TTCCAGCAGCGCGCCAGCGACATCCACATCGAGCCACGCCECGAGCAGGGCACCGTGCEC
* * * ok drok ke ko okd ok * * ko
TATCGTGTGGATGGTATTTTGCATAACGTGCTTAGTCCTCCTARATCGTATCACGCGGGT
TATCGTGTGGATGETATTTTGCATARCGTGCTTAGTCCT CCTARATCUGTATCACGCGEET
TACAGGGTGGATGGTATTTTGCATAACGTTCTTAGTCCT CCCARATCCTATCACGCCGGA
TATCCTCTCCACCCTCTCTTACAARAACTTTTARATCCACCTAACTCCTATTTACCOCCA
TTTCGCATCGACGGOGTTTTGCGGACAATTTTACAGCCARACAAARARCTGGCGGCACTG
TTCCGTATCGACGGOGTGCTGCACRACGT CTACCAGTTCCCOGCCGCAGGTGACCATGGCG
* * * ok - & - * - -
ATTTCTTCCAGAATCRAGATCATGTCTAATTTGARCATCGCTGRARATAGACTTCCTCAR
ATTTCTTCCAGAAT CRAAGATCATGTCTAATTTGAACATCGCTGRAARATAGACTTCCTCAR
ATTTCTTCCAGGATCARAGATCATGTCGAATCTGAATAT CGCAGAGAATCGACTTCCTCAA
ATTTCCACTCGTATTAARATTATGTCGAATCT CAATATTGCGGAARATAGGCTCCCGCAA
CTTATCTCCCGAATTAAGGTCATGGCTCGTCTTCGATATCGCCGAAARACGTATTCCACAG
GTGGTCAGUCGCCTGAAGT CGCTEGGACGGATGAACGTGGUGGAGAAACGCAAGCCGCAG
* * * h* * * * * * k% E % * *k k&
GACGGRAGGATCAA-ACTTAGATTG- -GCTGGTAAGGATATAGATATCCGGGTTTCCACC
GACGGAAGGATCAA-ACTTAGATTG- - GCTGGTAAGGATATAGATATCCGGGTTTCCACC
GACGGGAGAATTAA-GCTCAGACTT - - GTTGGARAGGACATCGATATCCGGGTTTCTACG
GATGGTRAGAATTAR-RACTAARGATTA- -GCTGGTARRGACGTGGATGTCAGGGTTTCCATC
GATGGARAGAATTAG-TTTGCGTATC- -GEGCGACGTAACATAGATGT CCGOGTATCCACA
GACGGCCGGETCAAGACCAAGACCCCGGACGGECGCCGAGGTGGAGCTGCGCCTETCGACT
kEk kR * * % * * * * * kk * * * kE® *
ATTCCTTGTCAGTTCGGAGRACGGAT CGTAATGAGECTTTTGRAATAARACGGAT CARARG
ATTCCTTGTCAGTTCGGAGAACGGAT CGTAATGAGGCTTTTGAATAARACGGAT CARARG
ATTCCTTGTCAGTTCGGAGAMAGGAT CGTTATGAGGCTTTTGAACAARACGGAT CARARG
ATCCCATGCCAATTCOGGCGAACGAATTGTAATGAGGATTTTGAATAAALCGGACCARRLG
CTGCCGTCCATCTATGETGAACGCGCCGTACT CCGCCTAGCTGGATAARAACAGCCTCCAG
CTGCCCACCGCCTTOGECGAGARAGATGGTGATGCGCATCTTCGACCCCGAGGTGCTGCTC
* kA * LA S 2 * & * * * & * *
TATTCTTTAGATACGATGGGTTTTTATCCAGAATTAATCCAGTCTTTGCGTTCGTTAATT
TATTCTTTAGATACGATGGGTTTTTATCCAGAATTAATCCAGTCTTTGCGTTCGTTAATT
TATTCTTTGGATACGATGGGTTTTTATCCCGATCTCATCARATCGCTTCGTTCTCTAATC
TATTCCATTGATACGATGGGTTTTAACCCTCAAATCTTARARGAATTCAAAGAACTCATT
CTTTCATTGAACRACCTGGGGATGACGGCAGCGGATAAGCAGGATTTAGARAAT CTCATT
AAGAGCTTCGACCAGCTCGGCTTCTCOGCOGACGACCTGCGCCGCTGGCAGRAGCATGACT
* * *  kk * * * %
TACGAACCTCATGGAATCATTTTAGTAACGGGACCGACCGGAT CGGGTAAGTCTACTACA
TACGAACCTCATGGAATCATTTTAGTAACGGGACCGACCGGATCGGGTAAGTCTACTACA
TACGARCCTCATGGAATCGTTCTCGTTACGGGRACCGACCGGATCGAGARAAT CCACCACA
TATAARCCATACGGAATCATACTTGTGACGGGTCCTACGGGATCTGGTARATCAACCACT
CAGCTTCCGCACGGTATTATCCTGGTGACAGGECCEACAGGCTCCGEGTARRAGCACCACG
AGCCAGCCCAACGGCATCATCCTGGT CACCGGCCCCACCGGCT CGGGCARGACCACCACG
* * ok R * * *d ke - * d ok ko - ok b
TTATATTCTGCGTTARGCGAACT CAATACAGARGARAGARACATCATCACCTGCGAAGAT
TTATATTCTGCGTTARGCGAACT CAATACAGARAGARAGAAACAT CATCACCTGCGAAGAT
CTCTATTCGGCGCTCAGCGAACTGARACACAGAAGAARGARACATCATCACTTGTGAAGAT
CTCTATTCTGCTTTATCTGAGATCARTACAGARGAACGARATATCATCACCTGTGARGAT
CTCTACGCCATCCTTTCGGCGCTGAATACTCCCGGCCGCAATATTCTGACGGTAGARGAT
CTCTACACCACGCT CAAGCAACTGGCCACCGATGAGGTGAACGT CTGCACCATCGAGGAC

* T * * * *x x * * ** *E *E
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CCTGTGGAATATCAGATTGARGGAATTTC-TCAAATGCARATGCAGGAAARAATTGGTCT
CCTGTGGAATAT CAGATTGAAGGAATTTC-TCAAATGCARATGCAGGARARRRATTGGTCT
CCCGTAGAGTATCAGAT CGAAGGAATTTC-TCAGATGCAAATGCAGGAGAAAATCGGTCT
CCACTGCAATACCAAATCOCATCGAATTTC - CCARATCCACATCAACCATARAATTGCACT
CCCGTGGAATATGAGCTGGAAGGCATTGG -GCAAACGCAGGTGAATACCCGTGTGGATAT
CCGATCGAG- ATGATCGAGCCCTCGTTCARCCAGATGCAGET CCAGCACAACATCGACCT
- * - L * * - ** - % * EwR - * - * *
TACGTTTGCAACCGGACTTCGAGCCATCCTTCGACAAGACCCGGACGTTATCATGGTAGE
TACGTTTGCARCCGGACTTCGAGCCATCCTTCGACARGACCCGGACGTTATCATGGTAGG
TACGTTTGCTACCGGTTTAAGAGCGATCTTACGACAAGACCCGGATGTGATTATGGTGGG
TACATTTGCAGCAGGEACTTCGTTCCATTTTACGACRAGATCCGGACETAGTRATGGTGGE
GTCTTTCGCT CECEGCCTECGCGCCATACTTCOCCAGGACCCGEATETCGTCATGGTGEE
GACCTTCGCCAGCGGCGTACGCGCCCTGCTGCGGCAGGACCCGGACATCATCATGGTCGE
* *k k% * % * * * * * *k *k kk EEhkkk * * kkkdkhk *k
TGAGATTCGAGATGAAGAAACCGCAAGAATCGCGATCCAAGCTTCTCTGACCGGTCACCT
TGAGATTCGAGATGAAGAAACCGCARAGAATCGCGATCCARGCTTCTCTGACCGGTCACCT
GGAGATTCGAGACGAGGAAACCGUGAGGATCECGATCCAGGCTTCTCTTACGGGGCACCT
GGAGATCCGGGATGAGGAARCAGCAAGGATTGCCATCCARGCTTCCCTARACAGGTCACTT
GGAAATTCGTGATACAGAAACCGCGCAGATTGCGGTTCAGGCCTCGCTCACCGGCCATCT
AGAGATCCGCGACCTGGAGACCGCCGAGATGGCGATCCAGGCGGCGCTCACCGEGCACCT
LA & 2NN L BN B 2 LA TR L 2N 2 LA R * wk Ak * hh hk kk hw *
TATTTTTTCTACGCTTCACACAAACGATGCAGCAAGTGCCACGACTCGTTTGAT CGATAT
TGTTTTTTCTACGCTTCACACARACGATGCAGCAAGTGCCGCGACTCGTTTGATCGATAT
TGTGTTTTCCACATTGCATACGAACGACGCGGCCAGTGCGGCGACTCGTTTGATCGATAT
GGTATTTTCAACCTTACACACCAATGACGCATCCTCAGCAGTGACAAGGCTTGTGGATAT
GGTACTCTCAACACTCCACACTAACAGTGCAT CAGGCGCAGTGACCCEGECTCCGCGACAT
GGTGCTCTCCACCCTGCACACCARCGACT CCCCCACGGCGAT CACCCGCCTGCTCGAACT
* N * Kk AR w AAh hk ok k * * Ll & * * * % *
GEGAATCGAGCCCTATCTGATTACTTCCACAGTATTAGGATTTATGGCT CARAGACTTGT
GGGAATCGAGCCCTATCTGATTACTTCCACAGTATTAGGATTTATGGCTCARAGACTTGT
GGGAARTCGAACCGTATCTTATCACTTCCACGGTTTTGGGTTTTATGGCTCAGAGACTTGT
GGGTATTGAACCATATCTCATCACGAGTTCTGTATTAGGTTTTATGGCACARAGGCTTGT
GGGCGTCGAATCATTCCTGCTTTCGTCTTCCCTGGCAGGGATTATCGCGCAACGTCTGGT
GGGCGTACCCTACTACCTGATCCGCGCCACGETGCTAGGGGT CATGGCCCAACGCCTGGT
ok * * - * * * - - e &k * * ek ko
ARGAGTTATCTGCACTCAATGTAAAGAAACCTATARACCTACCACTTCGGAACTAGAGTC
AAGAGTTATCTGCACTCAATGTAAAGAAACGTATAAACCTACCACTTCGGAACTAGAGTC
ACGTGTCATCTGCACTCAATGTAAAGAGATTTACAAACCCACCGCTTCGGAATTGGAATC
TCGTGTGATTTGTAAGGATTGTAARACTTCCTACARACCAACTGACARAGATTTGGCOGGE
TOGTCGCCTGTGTCOGCAATGCUGA- CARTTCACGCCCGTAT CACCCCARCAAGCGCAGA
GUGCACGCTCTGCCCGCACTGCARGGOG - CCGATGCARACTGGCGGACRGCGACTGGCACG
* * k& *  kk * *
CATTGGCAT-CTCTARAARRATTTTTAARGAACGGTAACTTACAT CGTGGTARAGGTTGTT
CATTGGCAT-CTCTAAARAATTTTTAAAGAACGGTAACTTACATCGTGGTARAGGTTGTT
GATTGGAAT- TTCTAGGAAGGCTTTAAAAAACGGAAGCTTACACAGAGGTAAGGGTTGTT
ACTTGGAAT- CCAAAGARAAGAACTAAAAAATGGGGTTTTGTACCGCGGGAAAGGTTGTA
TGTTTAARAT-ATC- - - ATCAGCTCGCGGTGACAACAATTGGCACTCCCGTA- -GGCTGCC
AACTGACCCECCCCTGEAGUGCCCCECCGCCCAGCGECECGCACCAGECCGTGEETTGECC
* * *k *T*
CTCATTGTATGGGAACTGGTTTTAAAGGTAGAATCGGAATTTATGAACTTTTACTTGTAA
CTCATTGTATGGGRAACTGGTTTTARAGGTAGAATCGGAATTTATGAACTTTTACTTGTAR
CTCATTATATGGGRACCGGTTTTARAGGRAAGAACGGGAAT CTACGRACTTTTGTTAGTGA
GCTCTTGTCT CARTTCAGGTTACARGGGACGARCTGGTCTATACGARCT CCTTACCATGA
CTCATTGCCATCAATCCGGCTATCAGGGGCGCATGGCGATCCACGAAATGATGGTGGTGA
TGGAGTGCCGCGACACCGGCTATCGCGGEOGCGCCEGOGTCTATGAAATCATGCTGCTCA
* o LA -k * * * * kkk ok * *
ATTCTCCTCT CARACRAGCAATTCTTCATGETARAGACGCTGGACAGTTARACGARATCG
ATTCTCCTCT CAAACAAGCAATTCTTCATGETAAAGACGUTGGACAGTTAAACGAANTCG
ATTCTCACATTAAACATGCGATCCTGCAAGGTAAGGATGCGGGT CAGTTARACGAGATCG
ACGATGAAAT CARACGCGCTATTTTACARGGTGCCGATGCCART CGCATCARAGRACTTG
-CGCCGGEARTT - - ACGGGCCGCTATTCATCARAATCTGCATGARCAAGCACTGEAGCGAL
GCGATAGCCTGARAGAACTGAT CACCECCGACACCEACCTAGT CECCCTACACCGCCAGE
* * * *
CTCTCGAGCATGGGTTTCGAACTCTTAARGATTACGGAATTAGAAAGGTAGTTGATGGTG
CTCTCGAGCATGGGTTTCGAACTCTTAAAGATTACGGAATTAGRAAAGGTAGT TGATGGTG
CGCTCGAACATAATTTCCAAACTCTAAAAGATTACGGAGTCAAAARAGGTAATCGACGGAG
COGTTAARARTGGACTATCTGTCCTTCARGAATATGGTAAGTACAARGTGAT CGAGGGAR
TAGTCCGGCARCARCACAAGGCCTTAATCAAARATGGCCTGCARRARGTGATARGCGGTC
CGTACARGGAAGGCACCCECAGCCTECGCCTGTCCEGECGCGCAGARGGTCGCCGCAGETA
* * LA LA * ok
TAACTACAAT CGACGAAGTTOT CAGAGTARC T TA -~ c oo m o e e oo oo oo
TAACTACAAT CGACGRAGTTCTCAGGGTARCTTAR- -~~~ - mcmm e ammmae e
TAACTACGAT CORACERAAGT COT CAGRGTAAC - -~ s m oo m e e e oo
TOACAACTCCTGARGRAGT CCTTCGGATATCTTAR -~~~ -~~~ =~ ~=--=---------

1100
1100
1106
1103
893

1193

1160
1160
1166
1163

1253

1677

ACACCTCCTGGGATGAGGTTATGCGCGTCGCCAGTGCCACGCTGGAGAGCGARGCATGA 1482

TCAGTACGCTGGAGGAAGTACTGCGGGTGACCCCGCAGAGCGAACAGAAGTAG- - -~~~

* * Ak kh AR * * ko *
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Adicionalmente, se obtuvo la secuencia parcial del gen gspC, completando
aproximadamente 41.36% de su longitud (376/909 pb) v rio abajo, se obtuvo la secuencia parcial
del gen gsp/’la cual se completé aproximadamente en 78.72% de su longitud (966/1,227 pb). En el

Cuadro 6, se resume el numero de pb de los genes de las 4 serovariedades.

Cuadro 6. Nimero de pares de bases de los genes gspD y
gspE de leptospiras

Gen (pb)
Serovariedad gspC gspD gspE gspF
Patoc (376) 1.788 1,677 (966)
Parcial Parcial
Copenhageni 909 1,791 1.674 1,227
Hardjobovis 903 1,794 1,671 1.224
Lai 909 1.848 1,674 1, 227

Numero de pb de los genes gspD y gspE de la serovariedad Patoc.
comparando con las serovariedades Copenhageni, Hardjobovis y Lai.
Las secuencias de los genes gspC vy gspl” de la serovariedad Patoc son
parciales.

7.3 Identificacion de los genes del loci gsp de L. biflexa serovariedad Patoc

La identidad de las secuencias se obtuvo por medio de los programas en linea BLAST y ClustalW.
Se realizd una alineacion por medio del programa BLASTn (nucleotido- nucledtido) con la
secuencia de gspD de la serovariedad Patoc con el banco de datos del Nacional Center for
Biotechnology Information (NCBI). La secuencia de nucledtidos alined con los homologos en las
serovariedades Copenhageni v Lai, las alineaciones entre estas serovariedades dieron como
resultado tres fracciones de secuencia menores de 62 pb, con identidades de 82.0 88.0 v 92.0%
(Cuadro 7). Tres alineaciones mas que corresponden a fragmentos menores de 25 pb de genes en

Campylobacter que no estan relacionados con sistemas de secrecion bacteriana.
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Al buscar homologos en el banco de datos del NCBI para la secuencia de gspF de la
serovariedad Patoc se encontraron alineaciones con dos fragmentos menores a 215 pb que
corresponden al homologo en las serovariedades Copenhageni v Lai con una identidad del 82.0%,
mas una alineacion de 25 pb que corresponde a un coésmido (Caenorhabditis elegans, Y73B6BL)

no relacionado con sistemas de secrecion (Cuadro 7).

Cuadro 7. Porcentaje de identidad nucleétido-nucleétido observada
entre gspD y gspE de Patoc con sus homologos en leptospiras

Identidad (BLAST) Patoc gspD Patoc gspF
Copenhageni A 88.0% (55/62) A 82.0% (177/215)

B 92.0% (38/41) | v (131/159)
C 82.0% (62/75)
Lai A 88.0% (55/62) | A 82.0% (177/215)
B 92.0% (38/41) |y (131/159)

C 82.0% (62/75)

Porcentaje de identidad nucledtido-nucledtido observada entre gspD v gspll
de Patoc con los homologos en el banco de datos del National Center for
Biotechnology Information El analisis fue realizado mediante ¢l programa
BLASTp. A. B y C = distintos fragmentos resultado de la alineacion por
dicho programa.

Al realizar un analisis de la secuencia codificada de aminoacidos (aa) por medio del
programa BLASTp (proteina), se encontr6 que la secuencia de 595 aa de GspD, aline6 con
secuencias de otras varias especies bacterianas.

Las dos primeras con las que tuvo mavor homologia (identidad de 63.0%). fueron con las
serovariedades Copenhageni v Lai. En otras bacterias incluyen a L. coli v K. pneumoniae, se
observoé que hay una homologia que varia entre 27.0 a 28.0% (Cuadro 9). Por otro lado, se

encontrd que la secuencia de 558 aa de GspE aline6 con sus homologos en leptospiras patdgenas,
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con una homologia (identidad) de 71.0% en las dos serovariedades y con oytras especies
bacterianas, donde su homologia vario de 43.0 a 51.0% (Cuadro 8).

Adicionalmente, se alinearon las secuencias incompletas de los genes gspC v gspl de la
serovariedad Patoc, por medio del programa BLASTn, los cuales no revelaron ninguna identidad
significativa con sus genes homologos en otras serovariedades de Leptospira ni con los genes de
otras bacterias. Cabe mencionar que la secuencia parcial de gspC mostré identidad con un
fragmento de 20 pb de una deshidrogenasa de Campylobacter jejuni v la secuencia de gsplk,
mostré identidad con un fragmento de 21 pb de una cinasa de Enferococcus fecalis. Las secuencias
de aa codificadas analizadas mediante BLASTp revelaron, que estos fragmentos alinean con las
serovariedades patdégenas Copenhageni v Lai, mostrando una identidad de 72.0% (81/111) para
GspC vy de 64.0% (198/305) para GspF.

También se alinearon por separado las secuencias de gspD v gspl con dos distintos
programas de alineacion (BLASTn y ClustalW). asi como de las proteinas codificadas. de la
serovariedad Patoc de 7. biflexa con la de los genes homdlogos de leptospiras patdgenas
(Copenhageni. Hardjobovis v Lai). Las alineaciones nucleotidicas revelaron que hay identidad con
distintos fragmentos., que muestran una identidad en Copenhageni y Lai que va de 72.0 a 88.0% en
4 distintos fragmentos. a diferencia de la serovariedad Hardjobovis. donde sélo alinearon dos

fragmentos con identidad de 76.0 v 72.0% (Cuadro 9).
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Cuadro 8. Identidad y similitud entre GspD y GspE de Patoc con los productos
homologos de las serovariedades patégenas de Leptospira y con otras bacterias.

Especie o serovariedad y Identidad - Similitud con Referencia Numero
nombre de la proteina GspD de Patoc acceso
Copenhageni 63.0%y 79.0% Nascimento er al., 2004 YP001529
GspD (355/559)
Lai 63.0%y 79.0% Renet al, 2003 NP712556
GspD (355/595)
Svntrophus aciditrophicus 28.0% v 50.0% Gunsalus ef al, 2006 YP462274
GspD (155/553)
Shewanella sp. 28.0% 49.0% Copeland ef al., 2005 EAN70781
GspD (196/595)
Colwellia psychrervthraea 28.0% v 48.0% Methe ef al , 2005 AAZ26931
GspD (157/544)
E. coli (53638) 31.0%y 50.0% NCBI Genomes Project ZP00733932
PulD (146/467)
K. pneumoniae 28.0% v 47.0% d' Enferter al, 1989 AAA25126
PulD (163/580)
E. coli (K-12) 31.0% vy 50.0% Blatiner et al., 1997 H65125
PulD (146/467)
Shewanella baltica 27.0%y 48.0% Copeland et al., 2005 ZP00581049
NolW-like (165/600)
Shewanella putrefaciens 27.0% v 49.0% Copeland ef al., 2005 ZP00812677
NolW-like (172/622)

Identidad — Similitud con GspE de Patoc
Copenhageni 71.0% vy 88.0% Nascimento ef al., 2004 YPOO1530
GspD (400/556)
Lai 71.0% v 88.0% Ren et al, 2003 AAN49573
GspD (400/556)
Syntrophus aciditrophicus 51.0% 72.0% Gunsalus ef al, 2006 YP462275
GspE (251/487)
Desulfuromonas aceloxidans 45.0%y 68.0% Copeland ef al., 2005 ZP00551908
GspE (255/556)
Anaeromyxobacter 47.0% vy 67.0% Copeland ef al., 2003 ZP00401750
dehalogenans GspE (272/569)
Parachlamydia sp. 47.0% vy 68.0% Hom et al., 2004 CAF24621
Proteina hipotética del SST-I1 (252/526)
Geobacter sulfurreducens 44.0%y 67.0% Methe er al., 2003 AAR34865
PilB (251/564)
G. metallireducens 44.0%y 67.0% Copeland ef al., 2005 ABB31627
GspE (250/560)
Pelobacter carbinolicus 43.0% v 68.0% Copeland ef af., 2005 ABARB9388
PilB (243/558)
Svutrophobacter fumaroxidans 43.0%y 65.0% Copeland ef al., 2005 ZP00667978
GspE (249/572)

Identidades detectadas a la primera secuencia por medio del banco de datos del NCBI (BLASTp)
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Cuadro 9. Identidad de los genes gspD y gspE de Patoc con sus homdélogos en
leptospiras patégenas mediante los programas BLASTn y ClustalW.

Copenhageni Hardjobovis Lai Programa
Nascimento et al., 2004 Bulach eral.. Ren etal., 2003
Comunicacion personal

Patoc A 75.0% (166/221) A 76.0% (73/95) A 75.0% (166/221) BLASTn
gspD B 75.0% (39/184) B 72.0% (128/177) B 75.0% (139/184)

C 88.0% (55/62) C 88.0% (55/62)

D 72.0% (189/259) D 72.0% (189/259)

59.0% (1788/1791) | 59.0% (1788/1794) 59.0% (1788/1848) ClustalW
Patoc A 76.0% (310/407) A 73.0% (417/567) A 76.0% (310/407) BLASTn
gspE B 74.0% (357/480) B 73.0% (305/413) B 74.0% (357/480)

66.0% (1677/1674) 66.0% (1677/1676) 66.0% (1677/1674) ClustalW

Regiones de identidad de los genes gspD v gspE entre las serovariedades Paloc con
Copenhageni. Hardjobovis y Lai. Las alineaciones se realizaron por separado con cada
una de las scrovaricdades mediante los programas BLASTn y ClustalW. A, B.Cy D =
distintos fragmentos que alinearon en ¢l programa BLAST

Las secuencias de las proteinas codificadas GspD v GspE de Patoc se alinearon con sus
homologos en leptospiras patogenas v con las bacterias Gram negativas. Al alinear las secuencias
nucleotidicas de gspD v gspE de Patoc con 14 bacterias Gram negativas (4. hvdrophila.
B. pseudomallei. E. chrysanthemi. . carotovora, E. coli K-12. E. coli O78:H11. E. coli Dysenteriae.
K. pneumoniae, L. pneumophila, Ps. aeruginosa, Ps. putida, V. cholerae, X. campestris, Y. pestis)
no se encontraron identidades significativas (Cuadro 10). Las alineaciones de
aminoacidos de GspD v GspE de Patoc con los homologos de las leptospiras patdgenas, mostraron
una identidad aminoacido-aminoacido de 60 a 62% con GspD v de 71 a 72% con GspE. En
contraste, las alineaciones con el grupo de 14 bacterias Gram negativas con las secuencias de Patoc

revelaron que existe una identidad de solo 20 a 28% con GspD vy una identidad ligeramente mas

elevada con GspE, de 30 a 48% (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Porcentajes de identidad y similitud entre GspD y GspE de la serovariedad
Patoc con sus homologos en serovariedades de Leptospira y 14 bacterias Gram negativas

Bacterias GspD GspE
BLASTp ClustalW BLASTp Clustal W
identidad - similitud identidad/ similitud
Copenhageni * 62.0% - 78.0% 61.0% 71.0% - 88.0% 71 .0%
GspDE (366/587) (400/556)
Hardjobovis * 61.0% - 78.0% 60.0% 72.0% - 88.0% 72 .0%
GspDE (363/591) (405/556)
Lai * 62.0% - 78.0% 61.0% 71.0% - 88.0% 71 .0%
GspDE (366/587) (400/556)
A. hvdrophila 25.0% - 45.0% 25.0% 47.0% - 71.0% 42 0%
ExeDE (161/632) (210/443)
B. pseudomallei 24.0% - 42.0% 26.0% 47.0% - 67.0% 41 0%
GspDE (162/654) (208/434)
E. chrysanthemi 25.0% - 43.0% 26.0% 47.0% - 70.0% 41 .0%
OutDE (170/659) (204/432)
E. carotovora 27.0% - 47.0% 25.0% 45.0% - 69.0% 40 0%
OulDE (164/600) (203/446)
E. coli T8:H11 27.0% - 48.0% 24.0% 45.0% - 69.0% 41 0%
GspDE (147/533) (211/461)
E coliK-12 27.0% - 48.0% 26.0% 48.0% - 69.0% 41 0%
GspDE (171/615) (206/423)
K. pneumoniae 28.0% - 48.0% 25.0% 47.0% - 71.0% 40 .0%
PulDE (167/580) (206/436)
L. preumophila 21.0% - 39.0% 21.0% 45.0% - 67.0% 41 .0%
LspDE (139/659) (204/451)
Ps. aeruginosa 25.0% - 45.0% 26.0% 39.0% - 59.0% 33 .0%
PulDE (164/636) (195/491)
Ps. putida 26.0% - 46.0% 21.0% 37.0% - 58.0% 30.0%
PulDE (141/539) (186/490)
E coli 28.0% - 48. 0% 23.0% 45.0% - 68.0% 40 .0%
Dvsenteriae (149/529) (211/461)
GspDE
V. cholerae 27.0% - 45.0% 26.0% 53 .0% - 73.0% 48 0%
EpsDE (172/624) (208/391)
X campestris 27.0% - 46.0% 21.0% 40 .0% - 61.0% 34 .0%
XpsDE (86/312) (196/483)
20.0% - 44.0%
(37/177)
Y. pestis 26.0% - 47.0% 24.0% 46 0% - 66.0% 40 0%
GspDE (161/597) (206/442)

Resultados en porcentaje obtenidos mediante los programas BLAST y ClustalW de las
similitudes de GspD y GspE de Patoc. Serovariedades de Leptospira (*).
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Adicionalmente, se realizé una alineacion global mediante el programa ClustalW con las
secuencia de aa de GspD y GspE de leptospiras y 14 bacterias Gram negativas, con la finalidad de
determinar las identidades entre éstas secuencias (Cuadros 11 v 12).

La identidad que existe entre GspD de leptospiras patogenas es de 91.0%, entre
Copenhageni v Hardjo o Lai v Hardjo: la identidad entre Copenhageni v Lai es de 100%, las
identidades entre leptospiras y el grupo de 14 bacterias Gram negativas oscila entre 22.0 y

24.0%.

Cuadro 11 Porcentaje de identidad de GspD entre leptospiras patogenas y
14 bacterias Gram negativas

Serovariedades de Leptospira Bacterias Gram negativas
aa aa Identidad %

2 Copenhageni 596 3 Hardjo* 598 91
2 Copenhageni 596 4 Laix* 615 100
2 Copenhageni 596 7 E chrysanthemi 709 22
2 Copenhageni 596 8 E coli 078:H11 616 23
2 Copenhageni 596 9 E coli k12 650 23
2 Copenhageni 596 10 E carotovora 650 23
2 Copenhageni 596 11 Klebsiella 660 24
2 Copenhageni 596 12 Legionella 790 22
2 Copenhageni 596 14 Ps putida 591 24
2 Copenhageni 596 15 E coli Shigella 611 24
3 Hardjo 598 7 E chrysanthemi 709 21
3 Hardjo 598 8 E coli 078:H11 616 23
3 Hardje 598 9 E coli k 12 650 22
3 Hardjo 598 10 E carotovora 650 23
3 Hardjo 598 11 Klebsiella 660 24
3 Hardjo 598 12 Legionella 790 22
3 Hardjo 598 14 Ps putida 591 24
3 Hardjo 598 15 E coli Shigella 611 24
4 Lai 615 7 E chrysanthemi 709 22
4 Lai 615 8 E coli 078:H11 616 22
4 Lai 615 9 E coli ki2 650 22
4 Lai 615 10 E carotovora 650 23
4 Lai 615 11 Klebsiella 660 24
4 Lai 615 12 Legionella 790 21
4 Lai 615 14 Ps putida 591 24
4 Lai 615 15 Shigella 611 23

Resultados obtenidos mediante el programa ClustalW. * = serovariedades de
Leptospira, E. coli Shigella = E. coli Shigella Dysenteriae.
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Los resultados de las alineaciones de GspE entre leptospiras patogenas revelaron. que hay
una homologia (identidad aminoacido-aminoacido) de 94.0% cuando se compard Hardjbovis con
Copenhageni y Lai, la identidad entre éstas dos tltimas fue de 100%. En el Cuadro 12, se muestran
los resultados obtenidos mediante el programa ClustalW al ingresar las 14 secuencias codificadas

de aa de GspE.
Cuadro 12. Porcentaje de identidad de GspE entre leptospiras
patégenas y 14 bacterias Gram negativas

Serovariedades de Leptospira Bacterias Gram negativas

aa aa Identidad %
2 Copenhageni 557 3 Hardjobovis* 557 94
2 Copenhageni 557 4 Lai* 557 100
2 Copenhageni 557 5 A hydrophila 501 41
2 Copenhageni 557 6 Burkholderia 497 42
2 Copenhageni 557 7 E coli 078H11 497 43
2 Copenhageni 557 8 E coli K12 493 41
2 Copenhageni 557 9 E carotovora 498 43
2 Copenhageni 557 10 E chrysanthemi 498 42
2 Copenhageni 557 11 Klebsiella 497 42
2 Copenhageni 557 12 Legionella 494 41
2 Copenhageni 557 13 Ps aeruginosa 594 36
2 Copenhageni 557 14 Ps putida 556 32
2 Copenhageni 557 15 Shigella 497 43
2 Copenhageni 557 16 V cholera 418 49
2 Copenhageni 557 17 Xanthomonas 603 34
2 Copenhageni 557 18  Yersinia 503 41
3 Hardjobovis 557 5 A hydrophila 501 41
3 Hardjobovis 557 & Burkholderia 497 43
3 Hardjobovis 557 7 E coli 078H11 497 44
3 Hardjobovis 557 8 E coli K12 493 41
3 Hardjobovis 557 9 E carotovora 498 42
3 Hardjobovis 557 10 E chrysanthemi 498 42
3 Hardjobovis 557 11  Klebsiella 497 43
3 Hardjobovis 557 12 Legionella 494 42
3 Hardjobovis 557 13 Ps aeruginosa 594 36
3 Hardjobovis 557 14 Ps putida 556 31
3 Hardjobovis 557 15 Shigella 487 43
3 Hardjobovis 557 16 V cholera 418 48
3 Hardjobovis 557 17  Xanthomonas 603 34
3 Hardjobovis 557 18 Yersinia 503 41
4 Lai 557 5 A hydrophila 501 41
4 Lai 557 3 B urkholderia 427 42
4 Lai 557 7 E coli 078H11 497 43
4 Lai 557 8 E coli K12 493 41
4 Lai 557 9 E carotovora 498 43
4 Lai 557 10 E chrysanthemi 498 42
4 Lai 557 11 Klebsiella 497 42
4 Lai 557 12 Legionella 494 41
4 Lai 557 13 Ps aeruginosa 594 36
4 Lai 557 14 Ps putida 556 32
4 Lai 557 15 Shigella 497 43
1 Lai 557 16 Vecholera 118 49
4 Lai 557 17 Xanthomonas 603 34
4 Lai 557 18 Yersinia 503 41

Resultados obtenidos mediante ¢l programa ClustalW. * = serovariedades de
Leptospira. Shigella = . coli Shigella Dysenteriae.
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En las Figuras 11 v 12 se esquematizan los dendogrmas de las proteinas GspD y GspE
respectivamente entre 17 organismos (4 leptospiras y 14 Gram negativas), en ambos esquemas se

puede apreciar que las proteinas son clasificadas en tres grupos A, By

Figura 11. Dendograma con base en las homologias de GspD

A hydrophila ExeD

_|:E carotovora OutD 0.13507
E chrysanthemi OutD 0.12957

al.1 Klebsiella PulD
E colik12 GspD
al Yersinia GspD
A {E c?oii 078H11 GspD  0.00215
gl Shigella GspD 0.00276
a1.2 Vibrio EpsD
Legionella LspD
a2 _ICopenhageni GspD 0.00229
b1 Lai GspD  0.00229
—— Hardjo GspD  0.04342
B ) Patoc GspD 0.18992
Xanthomonas XpsD 0.39970
c Burkholderia GspD
D - Ps aeruginosa GspD

Ps putida XcpQ

Dendograma obtenido mediante el programa Vector TN1, al
comparar las secuencias de aminoacidos correspondientes.

Figura 12. Dendograma con base en las homologias de GspE
A hydrophila ExeE

a Vibrio GspE
rE coli078H11 GspE  ¢,00862
A L-Shigella GspE  0.01351
E carotovora OutE 10225
_:E chrysanthemi GspE  0.09453
a2 Klebsiella PulE

Burkholderia GspE

6111 Copenhageni GspE 0.00000
R 4':|Lai GspE  0.00000
‘ — Hardjobovis GspE ~ 0.02889
b112 Patoc GspE  0.14481
51 | Ps aeruginosa Gspk 020540
—]
bi.1.24 Ps putida gspE  0.21546
B Xanthomonas GspE  0.22533
b1.2 ;
Legionella GspE
b2 E coli K12 GspE
C Yersinia GspE

Dendograma obtenido mediante el programa Vector TN1, al
comparar las secuencias de aminoacidos correspondientes.
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Adicionalmente, se alinearon las secuencias de GspD v GspE de la serovariedad Patoc con sus
homoélogos en leptospiras patogenas v con E. coli K-12, E. coli O78:H11, K. pneumoniae, Ps.
aeruginosa v V. cholerae con la finalidad de apreciar regiones conservadas (Figuras 13 y
14). Por separado, se realizaron alineaciones con las secuencias de aminoacidos de GspD y
GspE, de la serovariedad Patoc pero so6lo con sus homologos en leptospiras patdgenas
Copenhageni, Hardjobovis v Lai, esto con la finalidad de observar regiones conservadas entre
leptospiras (Figuras 15 y 16). En alineaciones de leptospiras con 5 bacterias Gram negativas, se
apreciaron mas regiones conservadas (regiones sefialadas con color rojo) en las secuencias de
GspE que en las secuencias de GspD, donde se apreciaron solamente dos regiones constituidas por
tres aa seguidos (GGL y NLM, del aa 628 al 677), region que muestro ser la mas conservada entre
leptospiras v 5 bacterias Gram negativas (Figura 13). En las secuencias de GspE la region
conservada mas grande esta constituida por 10 aa (LVTGPTGSGK, del aa 352 al 362). Ademas,
hay 11 regiones con tres o mas aa identicos que se aprecia a partir del aa 226 al 485 (Figura 14).
Las alineaciones con las secuencias de aminoacidos de GspD v GspE. de la serovariedad
Patoc con sus homologos en Copenhageni, Hardjobovis v Lai, revelaron regiones conservadas. En
las alineaciones de GspD se apreciaron 47 regiones de 3 o mas aa que son idénticos. en las

secuencias de GspE se apreciaron 47 regiones de 3 o mas aa que son idénticos (Figuras 15y 16).

12



Cuadro 13. Marcos abiertos de lectura (MAL) que codifican para las proteinas que constituyen los loci gsp

Copenhageni Lai Hardjobovis Patoc E. coli
MAL A (559 aa) 42.0 — 64.0% MAL A (494 aa) 42.0-63.0%  [MAL A (286 aa) 41.0 -61.0% (desconocido)
Quelatasa Mg de Quelatasa Mg de Quelatasa Mg de
Thermoanaerobacter ethanolicus  [Thermoanaerobacter ethanolicus [Thermoanaerobacter ethanolicus
(211/495) (210/494) (114/277)
MAL 1 (124 aa) 26.0- 50.0 % MAL 1 (124 aa) 42.0-50.0%  |MAL 1 (124 aa) 26.0 — 50.0% (desconocido) pioO
ATPasa de Hahella chejuensis IATPasa de Hahella chejuensis  |ATPasa de Hahella chejuensis
(18/67) (210/494) (18/67)
MAL 2 (135 aa) 42.0 - 59.0% MAL 2 (336 aa) 42.0-59.0%  [MAL 2 (336 aa) 41.0 - 59.0 % (desconocido) GspA
Peptidasa de Treponema denticola [Peptidasa de Treponema Peptidasa de Treponema denticola
(79/187) denticola (79/187) (82/198)
MAL 3 (302 aa) 23.0 -45.0% MAL 3 (302 aa) 23.0 — 45.0% MAL 3 (301 aa) 25.0 - 47.0% (124aa) 32.0 - 59.0% GspC
GspC de Geobacter sulfurreducens (GspC de Geobacter IGspC de Geobacter sulfurreducens | GspC de Geobacter
(52/223) sulfurreducens (52/223) (56/218) sulfurreducens
(33/102)

MAL 4 (596 aa) 29.0 - 53.0 % MAL 4 (615 aa) 29.0 — 53.0% MAL 4 (598 aa) 30.0 — 54.0% (595 aa) 28.0 -50.0% GspD
GspD de Syntrophus IGspD de Syntrophus IGspD de Syntrophus aciditrophicus | GspD de Syntrophus
aciditrophicus (156/537) aciditrophicus (156/537) (163/542) aciditrophicus (155/553)
MAL 5 (557 aa) 45.0 — 67.0% MAL 5 (557 aa) 45.0 - 67.0% MAL 5 (557 aa) 45.0 - 67.0% (558 aa) 51.0 — 72.0% GspE
GspE de Desulfuromonas IGspE de Desulfuromonas IGspE de Desulfuromonas GspE de Syntrophus
acetoxidans (253/556) acetoxidans (253/556) acetoxidans (251/556) aciditrophicus (251/487)
MAL 6 (408 aa) 35.0 — 60.0% MAL 6 (408 aa) 36.0 — 60.0% MAL 6 (408 aa) 35.0 — 61.0% GspF | (322aa) 34.0 — 61.0% GspF
GspF de Deinococcus radiodurans [GspF de Syntrophus de Deinococcus radiodurans GspF de Syntrophobacter
(146/407) aciditrophicus (148/410) (146/407) fumaroxidans (99/306)
MAL 7 (158 aa) 44.0 — 59.0% MAL 7 (158 aa) 44.0 — 59.0% MAL 7 (173 aa) 41.0 -57.0 % (desconocido) GspG
GspG de Polaromonas GspG de Polaromonas GspG de Azoarcus sp. (62/150)
naphthalenivorans (62/138) haphthalenivorans (62/138)
MAL 8 (189 aa) 25.0 — 44.0% MAL 8 (189 aa) 25.0 — 43.0% MAL 8 (189 aa) 28.0 — 58.0% (desconocido) GspH
GspH de Geobacter IGspH de Geobacter IGspH de Geobacter
metallireducens (31/123) Imetallireducens (31/123) metallireducens
MAL 9 (178 aa) 34.0 - 61.0% MAL 9 (178 aa) 36.0 — 53.0% MAL 9 (209 aa) 35.0 — 51.0% Gspl | (desconocido) Gspl
Gspl de Dehalococcoides sp. Gspl de Ralstonia metallidurans de Dehalococcoides sp. (27/77)
(25/72) (21/58)
MAL 10 (214 aa) 39.0 - 55.0% MAL 10 (214 aa) 23.0-48.0% |MAL 10 (212 aa) 21.0 — 47.0% (desconocido) GspJ
GspG de Azoarcus sp. (24/61) GspJ de Geobacter GspJ de Geobacter sulfurreducens

sulfurreducens (44/189) (41/189)
MAL 11 (391 aa) ) 28.0-41.0% |[MAL 11 (458 aa) 28.0-41.0% [MAL 11 (408 aa) 25.0 — 40.0% (desconocido) GspK
Gspk de Marinobacter aquaeolei  [GspK de Marinobacter GspK de Desulfuromonas
(49/171) aguaeolei (49/171) acetoxidans (83/328)
MAL 12 (540 aa) 24.0-41.0 % MAL 12 (540 aa) 24.0-41.0% [MAL 12 (541 aa) 25.0 — 44.0% (desconocido) GspL
PilM de Carboxydothermus PilM de Carboxydothermus PilM de Thermus thermophilus
hydrogenoformans (83/341) hydrogenoformans (83/341) (65/255)
MAL 13 (175 aa) 38.0 - 51.0% MAL 13 (175 aa) 38.0-61.0% [MAL 13 (175 aa) NH (desconocido) GspM
Sintetasa y ligasa de Ralstonia Sintetasa y ligasa de Ralstonia  |Proteina hipotética
eutropha (16/42) eutropha (16/42)
MAL 14 (313 aa) NH MAL 14 (313 aa) NH MAL 14 (308 aa) Proteina (desconocido) GspO
Proteina hipotética Proteina hipotética hipotética
MAL 15 (247 aa) NH MAL 15 (41y 40 aa) NH NP (desconocido) bfr
Proteina hipotética Proteina hipotética
MAL 16 (75 aa) NH MAL 16 (72 aa) 37.0 — 56.0% NP (desconocido)
Proteina hipotética IATPasa de Burkholderia

fungorum (19/51)
MAL 17 (88 aa) 36.0 — 59.0% MAL 17 (181 aa) 32.0 - 53.0% NP (desconocido)

Ligasa de Campylobacter fetus
(16/44)

hidrogenasa de Nocardia
farcinica (52/158)

MAL D (200 aa) 29.0 51-0%
Regulador trasncripcional TetR de
Pseudomonas aeruginosa (45/151)

MAL D (1,209 aa) 58.0 - 71.0 %
Reductasa Ribonucleasa de
Bradyrhizobium japonicum

(909/1265)

MAL D (101 aa) 54.0 — 70.0%
[Transposasa de Porphyromonas
gingivalis (48/88)

(desconocido)

Marcos abiertos de lectura (MAL) que codifican para las proteinas que constituyen los loci gsp de las serovariedades
Copenhageni, Hardjobovis, Lai y Patoc; con sus homélogos de las distintas proteinas del NCBI. En la serovariedad Hardjobovis
solo consta de 14 MAL a diferencia Copenhageni y Lai que estan constituidos por 17 MAL. Adicionalmente y de forma
comparativa, se muestra en la Gltima columna el locus gsp en Escherichia coli K-12 (NCBI). Cada celda contiene la
informacion: nimero del MAL con base en el lugar que ocupa en el locus; nimero aminoécidos (aa) de la proteina; porcentaje
de identidad seguido del porcentaje de similitud de la proteina; nombre de la proteina con la que hubo identidad; entre paréntesis
el nimero (aa) que alinearon; género y especie de la bacteria con la que hubo identidad. MAL A = el MAL antes del locus gsp;
MAL D = el MAL después del locus gsp; NH = no se encontré homélogo NP = gen no presente en el loci.
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El analisis de los dominios conservados, revel6 que hay una regién en la secuencia de 232
aa de GspD de la serovariedad Patoc de L. biflexa, que alinean en un 96.1% con la secuencia

consenso que se identifica a las secretinas del sistema de secrecion tipo ITy IIT (Figura 17).

Figura 17. Secuencia de aminoacidos y dominio conservado de GspD de la serovariedad
Patoc y 4 bacterias Gram negativas

>Patoc GspD
MNLSFGIKMRNRLPSVVLCICLYLIVTPNFSQEKGKPKAKTSQEPASFTADWRDTELKDFLMGMSAI IKKNILIDDAVK
GKKITIISQKRVRIEDAFGFMKSVLETQGFCGLIEENDLIKVVKIKDALAKSQIVRIGKDPVSDSEVALNKTITQIVPLE
FSNAIELEPILKRVTSPDTDIIIPKNONTLIFSGSTADINKLLKLVDNLDVRADGPGSISSAGDIHIYTLEYNEAEKLA
AILVKLDMPDAPVAPTTQGAPGEAGADGKPAPPPQPTAQAPKVPGKOQDKIKAVAHKESNSLIVTATPQEWEEIKKITKI
LDTPRKQVLLEVLIVELSSTDLNDFGIDWRYQELAYGQFNTGLAAQGGVIDKNGRPTNVNTLSGFSLGFIRRGGQQIIG
ILNANSTNENFNVLSAPQILTLDNQEAEINVGQDVPVRTONRNAGLGGDNAVTVANFEYRPTGIKLKFTPHINKNNRIT
LDLYQEIKNVAGISSEATGGNPTFNKRDIKTTIVVDNIQTIVIGCGLLSNDKQKKVQKIPILGEIPLLGTLFRRTTNQNR
KTNLMVFLTPHILDDRDKSDRMTIQKKNEQERMVDEREKKLR

>E. coli K-12 GspD
MKGLNKITCCLLAALLMPCAGHAENEQYGANFNNADIRQFVEIVGQHLGKTILIDPSVOGTISVRSNDTFSQOEYYQFFLSILDLYGY
SVITLDNGFLKVVRSANVKTSPGMIADSSRPGVGDELVTRIVPLENVPARDLAPLLROMMDAGSVGNVVHYEPSNVLILTGRASTINK
LIEVIKRVDVIGTEKQQITHLEYASAEDLAEILNQLISESHGKSOMPALLSAKIVADKRTNSLIISGPEKARQORITSLLKSLDVEESE
EGNTRVYYLKYAKATNLVEVLTGVSEKLKDEKGNARKPSSSGAMDNVAITADEQTNSLVITADQSVOEKLATVIARLDIRRAQVLVEA
IIVEVQDGNGLNLGVQWANKNVGAQQFTNTGLPIFNAAQGVADYKKNGGITSANPAWDMFSAYNGMAAGFFNGDWGVLLTALASNNKN
DILATPSIVTLDNKLASFNVGQDVPVLSGSQTTSGDNVFNTVERK TVGTELKVTPQVNEGDAVLLEIEQRVSSVDSSSNSTLGPTFNT
RTIQNAVLVKTGETVVLGGLLDDFSKEQVSKVPLLGDIPLVGQLFRYTSTERAKRNLMVFIRPTIIRDDDVYRSLSKEKY TRYROEQQ
QRIDGKSKALVGSEDLPVLDENTFNSHAPAPSSR

>K. pneumoniae PulD
MIIANVIRSFSLTLLIFAALLFRPAAAEEFSASFKGTDIQEFINTVSKNLNKTVIIDPSVRGTITVRSYDMLNEEQYYQFFLSVLDVY
GFAVINMNNGVLKVVRSKDAKTAAVPVASDAAPGIGDEVVTRVVPLTNVAARDLAPLLRQLNDNAGVGSVVHYEPSNVLLMTGRAAVT
KRLLTIVERVDNAGDRSVVTVPLSWASAADVVKLVTELNKDTSKSALPGSMVANVVADERTNAVLVSGEPNSRORI IAMIKQLDRQOA
TOGNTKVIYLKYAKASDLVEVLTGISSTMOSEKQAAKPVAALDKNIITKAHGQTNALIVTAAPDVMNDLERVIAQLDIRRPQVLVEAL
IAEVQDADGLNLGIQWANKNAGMTQF TNSGLPISTAIAGANQYNKDGTVSSSLASALSSFNGIAAGFYQGNWAMLLTALSSSTKNDIL
ATPSIVTLDNMEATFNVGQEVPVLTGSQTTSGDNIFNTVERKTVGIKLKVKPQINEGDSVLLEIRQRVSSVADAASSTSSDLGATFNT
RTVNNAVLVGSGETVVVGGLLDKSVSDTADKVPLLGDIPVIGALFRSTSKKVSKRNLMLFIRPTVIRDRDEYROASSGOY TAFNDAQS
KQRGKENNDAMLNQDLLEIYPRODTAAFRQVSAARTDAFNLGGNL

>E. coli Dysenteriae GspD
MGPGVQGKVSIRTMTPLNERQYYQLFLNLLEAQGYAVVPMENDVLKVVKSSAAKVEPLPLVGEGSDNYAGDEMVTKVVPVRELAPILR
OMIDSAGSGNVVNYDPSNVIMLTGRASVVERLTEVIQRVDHAGNRTEEVIPLDNASASEIARVLESLTKNSGENQPATLKSQIVADER
TNSVIVSGDPATRNKMRRLIRRLDSEMERSGNSQVFYLKYSKAEDLVDVLKQVSGTLTAAKEEAEGTVGSGREVVS IAASKHSNALIV
TAPQDIMQSLOSVIEQLDIRRAQVHVEALIVEVAEGSNINFGVQWASKDAGLMQFANGTQIPIGTLGAAISQAKPQRGSTVISENGAT
TINPDTNGDLSTLAQLLSGFSGTAVGVVKGDWMALVQAVENDSSSNVLSTPSITTLDNQEAFFMVGODVPVLTGS TVGSNNSNPFNTV
ERKKVGIMLEVTPQINEGNAVQMVIEQEVSKVEGQTSLDVVFGERKLKTTVLANDGELIVLGGLMDDQAGESVAKVPLLGDIPLIGNL
FKSTADKKEKRNLMVFIRPTILRDGMAADGVSQRKYNYMRAEQIYRDEQGLS LMPHTAQPVLPAQNQALPPEVRAFLNAGRTR

>V. cholerae EpsD

MKYWLKKSSWLLAGSLLSTPLAMANEFSASFKGTDIQEFINIVERNLEKTI IVDPSVREKVDVRSFDTLNEEQYYSFFLSVLEVYGFA
AVEMDNGVLKVIKSKDAKTSAIPVLSGEERANGDEVITQVVAVKNVSVRELSPLLPQLIDNAGAGNVVHYDPANIILITGRAAVVNRL
AEIIRRVDQAGDKEIEVVELNNASAAEMVRIVEALNKTTDAQNTPEFLKPKFVADERTNS ILISGDPKVRERLKRLIKQLDVEMAAKG
NNRVVYLKYAKAEDLVEVLKGVSENLQAEKGTGQPTTSKRNEVMIAAHADTNSLVLTAPQDIMNAMLEVIGQLDIRRAQVLIEALIVE
MAEGDEINLEVQWGESLESGSVIQYGNTEASIGNVMIGLEEAKDTTQTKAVYDTNNNFLRNETTTTKGDY TELASAL.SSIQGAAVSTAM
GDWTALINAVSNDSSSNILSSPSITVMDNGEASFIVGEEVPVITGSTAGSNNDNPFQTVDREKEVGIKLEVVPQINEGNSVQLNIEQEV
SNVLGANGAVDVRFAKRQLNTSVMVQDGQMLVLGGLIDERALESESKVPLLGDIPLLGQLFRSTSSQVEKKNLMVFIKPTIIRDGVTA
DGITQRKYNYIRAEQLFRAEKGLRLLDDASVEVLPKFGDDRRHSPEIQAFIEQMEAKQ

Las letras en azul muestran el dominio conservado de las secuencias. datos obtenidos por el
programa CDD del NCBI. Region que identifica a GspD de Patoc con otras secretinas del SST-II.
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El analisis de los dominios conservados en GspE de Patoc, revel6 que hay una region en la
secuencia de 264 aa que alinea en un 100% con la secuencia consenso, que identifica a las

ATPasas del sistema de secrecion tipo I, como PulE de Ps. aeruginosa (Figura 18).

Figura 18. Secuencia de aminoacidos y dominio conservado de GspE de la serovariedad
Patoc y 4 bacterias Gram negativas

>Patoc GspE
MRKSLGQILLEDGILTIKDLEDISKQQEKTNLPLTHIIQKKGLASETDILKALAKLHRMEFYDKLEFVASDEIFSKIPL
KLVQRSKIVPFLVKGKKVEFVATSDPTDLHPMDDMRSFLKGYEIQFVLATENEIMRIVHSQFDKTTAEAKEMMDEMDGSF
GDLSDAFESDALDLSNEAPT TKMVNVILSQAVSERASDTHTEPFEKSVIVRYRVDGVLQKVLNPPKSYLAGTSTRIKIM
SNLNIAENRLPQDGRIKLRLAGKDVDVRVSIIPCQFGERIVMRILNKTDQKYSIDTMGFNPQILKEFKELIYKPYGIIL
VTGPTGSGKSTTLYSALSEINTEERNIITCEDPVEYQMDGISQMQOMNDKIGLTFAAGLRSILRQDPDVVMVGEIRDEET
ARIAIQASLTGHLVFSTLHTNDASSAVIRLVDMGIEPYLITSSVLGFMAQRLVRVICKDCKTSYKPTDKDLAGLGIQRK
ELKNGVLYRGKGCSSCLNSGYKGRTGLYELLTMNDEIKRAILOQGADANRIKELAVKNGLSVLOQEYGKYKVIEGVTTPEE
VLRVS

>E. coli K-12 GspE

MRIHSPYPASWALAQRIGYLYSEGEI IYLADTPFERLLDIQRQVGQCQTMTSLSQADFEARLEAVFHQONTGESQQIAQD
IDQSVDLLSLSEEMPANEDLLNEDSAAPVIRLINAILSEAIKETASDIHIETYEKTMSIRFRIDGVLRTILQPNKKLAR
LLISRIKVMARLDIAEKRIPQDGRISLRIGRRNIDVRVSTLPSIYGERAVLRLLDKNSLQLSLNNLGMTAADKQDLENL
IQLPHGIILVTGPTGSGKSTTLYAILSALNTPGRNILTVEDPVEYELEGIGQTQVNT RVDMSFARGLRAILRQDPDVVM
VGEIRDTETAQIAVQASLTGHLVLSTLHTNSASGAVTRLRDMGVESFLLSSSLAGIIAQRLVRRLCPQCRQFTPVSPQQ
AQMFKYHQLAVTTIGTPVGCPHCHQSGYQGRMAIHEMMVVTPELRAATHENVDEQALERLVROQOHKAL IKNGLOKVISG
DTSWDEVMRVASATLESEA

>K. pneumoniae PulE
MTPAAERRPLLPFGYARAHSVMLLSSGESCEVFCLAVTAPQALLEARRVAAMPFRLERLEEEAFEKLLVLSYQRDSAEA
RRMMADIGNELDLYTLAEELPDTDDLLDSEDDAPI IRLINAMLTEAIKEKASDIHIETYERHLQIRFRVDGVLREILRP
QORRLAALLISRIKVMASLDIAEKRIPQODGRMALRIGGRAVDVRVSTLPSSYGERVVLRLLDKNSVNLDLLTLGMTPALL
RQVDGLIARPHGIVLVTGPTGSGKSTTLYAALSRLDARERNIMT IEDPIEYELEGIGQTQVNAKVDMTFARGLRAILRQ
DPDVVLVGEIRDGETAQIAVQASLTGHLVLSTLHTNSALGAISRLODMGVEPFLLSTSLLAVMSQRLVRRLCPHCRQQE
PANADTAHQMEIAPGTALWQPRGCAECGFTGYRGRTGIHELLLVDDRVRMAIHRGENEVTLIQQLGTDYMTLRRAGREK
ALAGITSWQEVLRVTEQPIAEAC

>E. coli Dysenteriae GspE
MVPVAQETTANTVRLPYSFSRRFSLVAWCEASLEILHVHPLSLSVLQELQRGLNAPFTLRQIDEAEFEQRLNTVWQRDS
SEARQLMEELGSAEDFFTLAEELPETEDLLESDDDAPI IKLINAMLAEAIKEGASDIHIETFEKSLVIRFRVDGTLHEM
LRPGRKLASLLVSRIKVMARLDIAEKRVPQDGRIALLLGGRAIDVRVSTMPSAWGERVVLRLLDKNQASLAQERLGLSQ
QLTAQLRQLLHKPHGIFLVTGPTGSGKSTTLYAGLQELNNHSRNILTVEDPIEYMIEGIGQTQVNTRVGMTFARGLRAI
LRQDPDVVMVGEIRDTETAEIAVQASLTGHLVLSTLHTNTAVGT ITRLQDMGVEPFLLSSSLTGVMAQRLVRTLCPDCR
QAAPATDEETRLLGITDARTVTLYHPQGCPACNHKGFRGRTAIHELIVVDATLRDLIHRQAGEMELERYVRQHSAGIRS
NGIEKVLAGETSLDEVLRVTMEA

>V. cholerae EpsE
MEDIGADSDDFFSLAEELPQNEDLLESEDDAPITKLINAMLGEATIKEGASDIHIETFEKTLSIRFRVDGVLREVLAPSR
KLSSLLVSRVKVMAKLDIAEKRVPQDGRISLRIGGRAVDVRVSTMPS SHGERVVMRLLDKNATRLDLHS LGMTAHNHDN
FRRLIKRPHGIILVTGPTGSGKSTTLYAGLQELNSSERNILTVEDPIEFDIDGIGQTQVNPRVDMTFARGLRAILRQDP
DVVMVGEIRDLETAQIAVQASLTGHLVMSTLHTNTAVGAVTRLRDMGIEPFLISSSLLGVLAQRLVRTLCPDCKEPYEA
DKEQRKLFDSKKKEPLILYRATGCPKCNHKGYRGRTGIHELLLVDDALQELIHSEAGEQAMEKHIRATTPS IRDDGLDK
VRQGITSLEEVMRGSRSHHHHHH

Las letras en azul muestran ¢l dominio conservado de la secuencia. datos obtenidos mediante el
nrograma CDD del NCBI. Reeion aue identifica con PulE (ATPasa) del SST-T1
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7.4 Prediccion de la estructura secundaria de GspD y GspE

Las secuencias de aminoacidos de GspD v GspE fueron alineadas por medio del programa Vector
NT1 v se intercal6 la prediccién de la estructura secundaria v predicciones obtenidas mediante el
programa de computo NNPREDICT.

Los resultados se distinguen que en la proteina GspD de la serovariedad Patoc, se encuentran 11
hélices av 14 hojas B. en la proteina GspE hay 16 hélices o v 13 hojas f.

Los resultados en las secuencias de GspD revelaron que hay ciertas diferencias entre las
alineaciones, dentro de las cuales se aprecid que hay mayor parecido en la posicion de las
estructuras hélices a v hojas ff de E. coli (E. coli 078:H11 v E. coli K-12), igualmente sucede con
las posiciones de las hélices o v hojas B entre Kilebsiella, Ps. aeruginosa y V. cholerae (Figura 19).

La prediccion de la estructura secundaria entre leptospiras, es similar entre las
serovariedades patogenas Copenhageni, Hardjobovis v Lai, pero difiere ligeramente la posicion de
las estructuras hélices o v hojas 3 en la serovariedad Patoc (Figura 19).

En la prediccion de la estructura secundaria de la proteina GspE. la posicion de las
estructuras hélices o vy hojas B. fue similar entre leptospiras v bacterias Gram negativas. Sin
embargo, se aprecia que la secuencia de hélices a v hojas . parecen ser de mayor tamaifio en la
posicion del aa 100 al 350 (Figura 20). Las estructuras hélices o y hojas 3, en la serovariedad Patoc
con sus homologos en Copenhageni, Hardjobovis y Lai, fueron muy semejantes. Entre las

serovariedades patdgenas, la secuencia de las estructuras es casi idéntica (Figura 20).
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7.5 Prediccion de la estructura terciaria de GspD y GspE

Los resultados de la prediccion de la estructura terciaria de las secuencias de aminoacidos se
realizaron mediante el programa de compto 3D-PSSM version 2.6.0. La secuencia de aa de GspD
de la serovariedad Patoc fue ingresada, péro no fue reconocida como proteina del SST-II o de
algiin otro sistema de secrecion conocido. En contraste, al ingresar la secuencia de GspE fue
reconocida por el programa con base en una cristalografia realizada previamente de una
ATPasa (EpsE) de V. cholerae (Robien et al., 2003). El programa disefio el siguiente modelo para

GspE con 95% de certeza en la similitud (Figura 21).

Figura 21. Modelo de la prediccion de la estructura
terciaria de GspE de la serovariedad Patoc.

Hélice oo —>

Modelo obtenido por el programa 3D-PSSM, a partir
del modelo de EpsE de Vibrio cholerae, generado por
Robien ef al.. (2003). El modelo indica la estructura
tridiminecional con base en las hélices a v hojas f5.
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8 DISCUSION

El principal objetivo del presente provecto fue la identificacion de genes que codifican para
supuestas proteinas del SST-II en la serovariedad apatogena Patoc de Leprospira biflexa, con la
finalidad de colaborar al entendimiento de la organizacion del SST-II en Leptospira. En los
genomas disponibles de las serovariedades Copenhageni y Lai han sido identificados los genes que
codifican para supuestas proteinas del SST-II (Ren et al., 2003; Nascimento ef al.. 2004). Sin
embargo, son pocos los estudios que se han realizado para la caracterizacion de estas proteinas (de
la Pefia-Moctezuma ef al., 2002; Rodriguez- Reyes er al., 2005). En otras especies bacterianas,
proteinas de este sistema se han identificado participando en procesos de patogénesis como
factores determinantes para la expresion de factores de virulencia, por ejemplo, la toxina termo-
labil de E. coli enterotoxigénica (ETEC) (Sandkvist, 2001; Tauschek er al., 2002).

En este estudio, la serovariedad Patoc se desarrolld en medio EMJH alcanzando una
turbidez de 0.5 de Mc Farland a los 5 dias en promedio. mas acelerado en comparacion con los
cultivos de leptospiras patdégenas las cuales alcanzan una turbidez semejante en aproximadamente
en 7 a 10 dias. El método de extraccion de ADN para bacterias Gram negativas (Ausubel ef al..
1993) adaptado para leptospiras, resulto satisfactorio alcanzando concentraciones de ADN de hasta
250 ng/ul.

Los resultados obtenidos por ensayos de PCR utilizando iniciadores degenerados, indicaron
que L. biflexa serovariedad Patoc posee genes homologos a gspD vy gspk, los cuales son similares a
otros que codifican para proteinas del SST-II de L. borpetersenii serovariedad Hardjo v
L. interrogans serovariedades Lai y Copenhageni, ademas de otras bacterias que poseen este tipo
de sistema de secrecion. Estos genes parecen estar completos v son de tamafio muy similar a sus
homologos en leptospiras patogenas.

La amplificacion de fragmentos de ADN por medio de los iniciadores degenerados
BAP2357 y BAP2358 (Cuadro 5). resulté una metodologia exitosa para éste fin y fue la pauta para

obtener la primera secuencia de ADN. de la cual se derivaron 20 fragmentos mas mediante PCR,
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I-PCR v SSP-PCR para completar la secuencia de los genes gspD v gspL, principal objetivo de
este estudio.

En cuanto a la aplicacion de técnicas para secuenciar regiones aledaiias desconocidas
(“chromosome walking™) la técnica de I-PCR, resulté ser de mas facil disefio y aplicabilidad a
diferencia de la SSP-PCR. Ambas estrategias resultaron ser efectivas para la amplificacion de
regiones aledafias desconocidas. Sin embargo, una desventaja en la metodologia para realizar un
SSP-PCR fue la limitacion en las endonucleasas de utilidad. por ejemplo. el sitio multiple de
clonacion (SMC) en pBlueScript posee 21 sitios de corte para diferentes enzimas, de las cuales
solo 15 tienen un corte cohesivo y no raso, va que las enzimas de corte cohesivo producen cortes y
uniones mas especificas, traduciéndose en procesos de digestion-ligazon mas eficientes.

La segunda limitante que se presenta comunmente, es la distancia a la que esta el sitio de
corte, va que debe estar a una distancia razonable (£100 a 200 pb). Por ultimo, también fue
importante considerar el promedio del nimero de bases que se pueden secuenciar por fragmento.
en nuestro caso, una buena secuencia contenia alrededor de 700 pb, aproximadamente.

La longitud de las secuencias de gspD) (1.788 pb) v gspk (1.677 pb) en la serovariedad
Patoc, fueron similares a sus homologos en Copenhageni (gspD 1.791 pb:. gspE 1.674 pb).
Hardjobovis (gspD 1.794 pb. gspE 1.671 pb) y Lai (gspD 1.848 pb. gspE 1.671 pb). Se pensaria
que entre Copenhageni y Lai habria mayor similitud en longitud va que pertenecen a la misma
especie L. interrogans, lo cual fue confirmado tanto por comparacién de secuencias como por
generacion de dendogramas (Figuras 9, 11y 12).

Al buscar identidades de gspD) de Patoc entre secuencias de leptospiras patdégenas por
medio del programa BLASTn, sélo se alinearon en tres regiones con sus homologos, dichas
alineaciones solo fueron de fragmentos con secuencia no mayor a 62 pb (denominados A 55/62 pb
88.0%; B 38/41 pb 92.0%: v C 62/75 pb 82.0%). lo que revelé que a nivel nucleotidico hay
diferencias suficientes para no generar una alineacion de toda la secuencia (Cuadro 7). En esta

alineacion, no se incluyeron los datos de la serovariedad Hardjobovis debido a que no estan atn
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disponibles en el banco de datos de la NCBI. En contraste, al utilizar el mismo programa en su
modalidad de alineacion de dos secuencias, las alineaciones el programa arrojaron como resultado
4 fragmentos de alineacion (Cuadro 9), un fragmento mas que al realizar un BLASTn con el banco
de datos v ademas, se modificaron los porcentajes de identidad. Los resultados por este ultimo
sistema fueron muy similares entre Copenhageni v Lai (A 166/221 pb 75.0%; B 39/184 pb 75.0%:
C 55/62 pb 88.0% v D 189/259 pb 72.0%:) a diferencia de la secuencia de Hardjobovis en donde
solo se alinea en dos fragmentos (A 73/95 pb 76.0% y B 128/177 pb 72%). Al realizar el mismo
procedimiento de alineaciones pero por el sistema de ClustalW, se aprecié una identidad general
con sus homologos en leptospiras patogenas de 59.0%.

Las identidades de gspF de Patoc, entre secuencias de leptospiras patégenas por medio del
programa BLASTn mostraron el mismo porcentaje de identidad (82.0%) entre la serovariedad
Patoc y Copenhageni v Lai. Al realizar las alineaciones individuales por medio de BLASTn entre
Patoc v sus homologos en leptospiras patégenas, se observo que en todas las alineaciones se
alinean dos fragmentos A y B (Cuadro 9), con 76.0% v 74.0% de identidad en Copenhageni v Lai
respectivamente. a diferencia de Hardjobovis donde alinea con un porcentaje ligeramente menor
(73.0%) para ambos fragmentos.

Al realizar la alineacion por medio de ClustalW se observé una identidad general de 66.0%
entre la serovariedad Patoc y sus homologos en leptospiras patogenas. Con estos resultados,
podriamos decir que las secuencias de gspD en leptospiras presentan una menor identidad en
comparacion con la secuencia de gspl, mostrando que este ultimo gen esta mas conservado entre
leptospiras, que el gen gspD. El gen gspD posee diferentes regiones conservadas a lo largo de su
secuencia, pero no es posible afirmar que esta altamente conservado basandonos en los porcentajes
de identidad. Ademas. en la secuencia de gspD de Patoc hay una region entre las bases 739 a la
851 donde se aprecian 3 pequefios fragmentos (17, 5 v 9 pb) que no poseen las leptospiras
patogenas no otras bacterias Gram negativas, dichos fragmentos no influyen en la prediccion de la

estructura secundaria de GspD de la serovariedad Patoc (Figura 19). A diferencia, en las
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secuencias de gspl se aprecio mayor identidad entre las distintas serovariedades vy sin huecos. lo
que confirma el mayor grado de conservacion a nivel nucleotidico de gspk.

A nivel de proteina, se buscaron identidades en el banco de datos de la NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nth.gov/BLAST/). Las alineaciones que resultaron fueron con una gran
variedad de proteinas homologas de distintas bacterias. En el Cuadro 8 solo se enlistan las 10
primeras alineaciones con las que hubo mavor identidad. Sin embargo, muchas de estas proteinas
solo estan identificadas a nivel genomico v no hay datos experimentales que ofrezcan mas
informacion acerca de su funcién especifica. Esto es, a diferencia de los resultados de GspD de
k. coli K-12 y Klebsiella pneumoniae, que si tienen un soporte experimental el cual define su
funcion, las demas secuencias de otras bacterias con las que alineé la secuencia de aminoacidos de
GspD v GspE. no ofrecieron mas datos experimentales que sustenten su funcion,

Ademads, cabe sefalar que, al realizar la busqueda de homoélogos en el banco de datos del
NCBI, no se encontr6 ninguna proteina homoéloga de otras bacterias del Orden de los
Spirochaetales como Borrelia, Cristispira o Treponema de la Familia Spirochaetaceae; ni con
Brachyspira o Serpulina de la Familia Brachyspiraceae; ni tampoco con Lepfonema que comparte
Familia con el género Leptospira (Leptospiraceae). Esto a pesar de que se tienen disponibles los
genomas completos de Borrelia burgdorferi, B. garninii, Treponema denticola v T. pallidum
(NCBI). Resultaria interesante saber si hay alguna identidad entre proteinas del SST-II de
Leptospira biflexa serovariedad Patoc con homologos del Orden de los Spirochaetales, basandonos
en los genomas disponibles, podriamos decir que aparentemente estan ausentes en los géneros
Borrelia y Treponema (Fraser et al., 1997, 1998; Glockner er al., 2004; Seshadri er al., 2004).
Habra que esperar la publicacion de las secuencias de los demas genomas de otras bacterias
clasiflicadas en el Orden de los Spirochaetales, con la finalidad de buscar proteinas relacionadas
con el SST-IL.

Al no encontrar homologos de GspD ni de GspE en otras bacterias con investigaciones que

nos refieran una funcion especifica de estas proteinas, se decidio seleccionar las 14 bacterias Gram
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negativas (deromonas hydrophila, Burkholderia pseudomallei, Erwinia chrysanthemi,
E. carotovora, E. coli K-12, E. coli 078:H11, E. coli Dysenteriae, Klebsiella pneumoniae,
Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Ps. putida, Vibrio cholerae,
Xanthomonas campestris v Yersinia pestis) donde se han reportado genes del SST-II, con la
finalidad de analizar las secuencias de aminoacidos por medio de alineacion y asi determinar el
porcentaje de identidades.

Alineaciones por separado de las secuencias de aminoacidos de GspD v GspE mediante los
programas BLAST v ClustalW, con las secuencias de leptospiras patégenas mostraron que hay en
promedio, 61.0% de identidad entre GspD de Patoc con las serovariedades Copenhageni,
Hardjobovis y Lai. En el caso de GspE hay 71.0% de identidad entre Patoc v las serovariedades
patégenas (Cuadro 10).

Al alinear la secuencia de aminoacidos de Patoc con las 14 bacterias Gram negativas, se
aprecio que hay 25.5% de identidad en promedio por medio de los dos programas (BLAST vy
ClsutalW). En GspE. dado que es mas conservada, el promedio de identidades fue ligeramente
mayor que en GspD, donde se observé 42.0% de identidad entre las 14 bacterias Gram negativas y
la secuencia de Patoc (Cuadro 10).

Las identidades mas altas de GspD de Patoc se observaron con las secuencias
de K. pneumoniae y E. coli Dysenteriae, mostrando 28.0% (BLASTp) de indentidad en
ambas bacterias, para la secuencia de GspE fue con V. cholerae (53.0% BLASTp v 48.0%
ClustalW). Con estos resultados, se puede decir que GspD de Patoc tiene mayor identidad con
GspD de bacterias de la Familia Fnterobacteriaceae. La proteina GspE posee mayor identidad con
la secuencia de V. cholerae que pertenece a la Familia Vibrionaceae, ambas familias son
clasiflicadas como y proteobacterias (Madigan ef al., 2004).

Adicionalmente, se realizaron alineaciones multiples mediante el programa Clustal W entre
leptospiras v 14 bacterias Gram negativas con la finalidad de determinar porcentajes de identidades

entre estas bacterias. Entre secuencias de aminoacidos de GspD de leptospiras patogenas hay una
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alta identidad entre serovariedades de la misma especie, Copenhageni y Lai, 100%, en cambio,
entre leptospiras de distintas especies como Hardjobovis con Copenhageni y Lai la identidad es
menor (91.0%). entre las serovariedades patogenas con Patoc, se observo una identidad de 61.0%.
Con la secuencia de GspE, las identidades fueron muy similares entre serovariedades de la misma
especie donde hubo 100% de identidad entre Hardjobovis con Copenhageni, en Lai fue
ligeramente menor mostrando 94.0%. Entre las patogenas v Patoc hay 71.0% de identidad en
GspE. mayor que con la secuencia de GspD (61.0%). Se puede afirmar que, entre especies
patdégenas de la misma especie las secuencias de las proteinas GspD v GspE tienen identidad muy
alta 100%. Entre serovariedades patogenas de distintas especies las secuencias tienen una identidad
alta mostrando identidades mayores al 90.0%. Sin embargo, entre secuencias de Leptospira
patégenas v apatégenas hay una diferencia considerable, mostrando identidades de alrededor del
60.0%. Estas diferencias entre secuencias de aminoacidos, podrian estar relacionadas con el tipo de
productos proteicos a secretar.

Al analizar los resultados unicamente de las bacterias Gram negativas (Apéndice IV), por
medio de alineaciones multiples generadas por el programa ClustalW, en las secuencias de
proteinas homoélogas de GspD. resultd interesante que entre especies del género Erwinia
(E. carotovora. E. chrysanthemi), el porcentaje de identidad no fue muy alto (73.0%). Por otro.
lado el porcentaje entre £. coli O78:HI11 v E. coli Dysenteriae es mas alto (99.0%) que el
observado entre E. coli K-12 y E. coli O78:H11, donde entre ellas existe un porcentaje de 43.0%.
Este porcentaje es bajo si consideramos que son bacterias del mismo género y especie. Sin
embargo, también se observaron identidades mayores entre bacterias de distintos géneros, como
el caso de la identidad entre E. carotovora v K. pneumoniae (73.0%). Resultado interesante al
realizar la alineacion multiple entre secuencias de proteinas homoélogas a GspD, que las secuencias
de A. hydrophila, B. pseudomallei, Ps. acruginosa y Y. pestis, no fueron reconocidas. Este descarte
fue automatico con el programa ClustalW. Podria suponerse de antemano que la secuencia del

homoélogo de GspD de B. pseudomallei no fuera reconocida, debido a que taxonomicamente
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es una [} proteobacteria, a diferencia de las demas que son y proteobacterias, sin embargo no fue
asi, va que 4. hyvdrophila, Ps. aeruginosa v Y. pestis son del mismo grupo (y proteobacterias) y
aun asi no fueron reconocidas por el programa de comuto ClustalW. Finalmente, podemos decir
que las secuencias de aminoacidos de los homologos de GspD poseen regiones conservadas que
las identifican como secuencias homologas, sin embargo, hay diferencias en las secuencias a nivel
global, lo cual la hace una proteina poco conservada. Sin embargo, definir si estas diferencias son
determinantes para la funcion de ese tipo de proteina, segin el género o especie bacteriana en
cuestion, requiere de estudios experimentales que definan las caracteristicas de las proteinas
secretadas.

Los resultados de las alineaciones entre las secuencias homologas de GspE en bacterias
Gram negativas. destacaron las existentes entre 4. hyvdrophila y V. cholerae (71.0%), v la de mas
alta identidad que se observo entre E. coli O78:HI11 v E. coli Dysenteriae (97.0%). Entre las
especies del género Erwinia (E. carotovora v E. chrysanthemi). existe 80.0% de identidad; entre
las especies de Frwinia v K. pneumoniae hubo 72.0% de identidad. Resultados diferentes como la
identidad que hay entre . coli K-12 vy E. coli O78:H11 que es de 55.0%. resultan interesantes dado
que siendo de la misma especie podria esperarse un mayor porcentaje de identidad en una proteina
funcional como la secretina del SST-II.

Los resultados producto de la alineacion multiple, son similares entre GspD y GspE. las
identidades que se han descrito, entre bacterias de distinto género y bacterias del mismo género
parece repetirse. Sin embargo, la alineacion multiple generada por ClustalW en GspD excluye a 4
bacterias (4. hydrophila, B. pseudomallei, Ps. aeruginosa, Y. pestis), a diferencia de la alineacion
multiple con secuencias homoélogas de GspE, donde se incluyeron todas las secuencias (leptospiras
v 14 bacterias Gram negativas), estos datos nos conlirman que la secuencia de GspE es mas
conservada que las secuencias de homologos de GspD.

Por otro lado. resulta interesante como, entre . coli O78:H11y E. coli Dysenteriae hay una

alta identidad (> 98.0%) entre ambas secuencias (GspD, E). Actualmente Shigella dysenteriae se
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ha integrado dentro del género FEscherichia (E. coli Dysenteriae) (Adam and Gyles, 2004), se
explica en parte el porque de las identidades que existen entre estas dos bacterias, pero es muy
contrastante que no se vea el mismo grado de identidad con £. coli K-12 y E. coli OT8:H11.

Igualmente resulta interesante el grado de identidad que existe entre los géneros Erwinia y
Klebsiella (>70.0%), lo cual podria pensarse como un resultado predecible ya que ambas bacterias
pertenecen a la misma Familia (Enterobacteriaceae). Sin embargo, estos resultados no son
similares entre otras bacterias clasificadas dentro de la misma Familia, lo que sefala la necesidad
de un entendimiento funcional del SST-II, en las distintas bacterias en las que se han reportado este
sistema de secrecion.

Los dendogramas desarrollados con base en las secuencias de GspD vy sus homdlogos entre
leptospiras v las 14 bacterias Gram negativas, se aprecio que las proteinas se clasificaron en 4
grupos (A, B. C v D). a diferencia del dendograma de homodlogos de GspE. donde solamente se
clasificaron las proteinas en tres grupos (A. By C).

El grupo (A) clasifico 9 bacterias Gram negativas v dentro de este mismo se agrupan
(Figura 11, rama al) todas las bacterias pertenecientes a la Familia Enferobacteriaceae (Erwinia,
Escherichia, Klebsiella v Yersinia). dentro de la rama al.l las bacterias que mostraron menor
divergencia entre ellas fueron E. coli O7T8:HI1l y E. coli Dysenteriae (0.00215 y 0.00276,
respectivamente). Por lo tanto, existe una relacion estrecha entre estas dos bacterias (Figura 11,
rama al.2). Por otro lado, las especies del género Erwinia (E. carotovora y E. chrysanthemi)
presentaron una distancia mayor (0.12954 y 0.13507, respectivamente) a la observada en £. coli
O78:H11 y E. coli Dysenteriae. Estos datos resultan interesantes debido a que estas dos especies
son del mismo género, por lo tanto se esperaria una distancia menor entre las secuencias. En el
grupo B se clasificaron las serovariedades Copenhageni v Lai de L. interrogans,
Hardjobovis de L. borgpetersenii v Patoc de L. biflexa. Las serovariedades Copenhageni y Lai
mostraron una estrecha relacion (0.00229 v 0.00229, respectivamente), a diferencia de la

serovariedad Hardjobovis (0.04342), ain mas divergente se aprecia la secuencia de la serovariedad
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Patoc (0.18992) (Figura 11, rama bl), datos predecibles por las especies a las que pertenecen
dichas serovariedades. Cabe sefialar que en el mismo grupo (B). también se clasifica la
secuencia de X. campestris (rama b2), pero con una divergencia mayor (0.39970) al grupo de
leptospiras (Figura 11).

En el dendograma de homologos de GspE, se pueden apreciar tres grupos (A, Bv C). En el
erupo A se clasifican 7 bacterias Gram negativas, la mayoria de las bacterias (5) clasificadas en
este grupo son enterobacterias, solamente no se clasificaron dentro de este grupo las
enterobacterias . coli K-12 y Yersinia (Figura 12). En la rama al se observé que hay una
distancia estrecha entre k. coli O78:HI11 v E. coli Dysenteriae (0.00862 y 0.01351,
respectivamente). Entre especies del género Erwinia (E. carotovora v E. chrysanthemi) se observo
que hay una distancia mayor (0.10225 vy 0.09453, respectivamente) comparando con F. coli
O78:HI1 vy E. coli Dysenteriae. Estos datos resultan interesantes nuevamente debido a que estas
dos especies son del mismo género, por lo tanto se esperaria una distancia menor entre las
secuencias. En el grupo B a igual que en la Figura 11, en la rama bl.1.2.3 se clasificaron las
serovariedades Copenhageni v Lai de L. interrogans, Hardjobovis de L. borgpetersenii v Patoc de
L. biflexa (Figura 12). Entre las leptospiras se aprecié que existe una estrecha relacion entre las
serovariedades Copenhageni y Lai. relacion aun mas estrecha (0.00000 para ambas serovariedades)
que la observada en la proteina GspD. Podriamos afirmar que, GspE tiene el mismo origen y no se
han presentado cambios evolutivos en L. interrogans. Por otro lado se aprecié una divergencia con
la secuencia de la serovariedad Hardjobovis (0.02889) v atin mas divergente la secuencia de Patoc
(0.14481) (Figura 12). En la rama b1.1.2 se clasificaron las secuencias del subgrupo de leptospiras
(rama b1.1.2.3) v el subgrupo (bl.1.2.4) del género Pseudomonas (Ps. aeruginosa y Ps. putida)
con Xanthomonas, sin embargo éstas mostraron una mayor divergencia (> 0.2).

Por otro lado, la proteina GspE, estd agrupada en dos grandes grupos, el primero incluye un
erupo, alinea a homoélogos de VirB, TrbB v TadA, componentes del SST-1V. el segundo grupo

incluye a los homologos de PilB, GspE. PilT, PilU, ComG, componentes del sistema de SST-1I y
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IV, mas un grupo no caracterizado de las Archeo bacterias (Planet er a/., 2001). Los datos
mostraron que los homologos de la ATPasa agrupados en el SST-II v el SST-IV comparten un
ancestro comun (Planet ef a/., 2001). En el caso de la secretina (GspD). resultaria interesante tratar
de establecer ancestros comunes para las distintas familias de proteinas con funciones de
translocacion de productos proteicos a través de las membranas de bacterias Gram positivas y
negativas.

La deteccion de dominios conservados, es una herramienta util para saber si la proteina
tiene homologos. Al buscar dominios conservados en las secuencias de GspD v GspE, de la
serovariedad Patoc se aprecio que existen dos regiones conservadas probablemente relacionadas
con procesos evolutivos, estructurales y funcionales de la proteina (Figuras 16 v 17).

En la secuencia de GspD se aprecio que el domino conservado se localizan en la region
carboxilo terminal, ésta determina la identidad entre las proteinas pertenecientes a la familia de las
secretinas por ser la parte estructural de la proteina que se encuentra en el interior de la membrana
externa y es la responsable de la formacion del poro (Yen er al., 2002). La regién amino terminal
es la que se encuentra es el espacio periplasmico de la bacteria v es la region mds variable (Yen ef
al.. 2002). En la secuencia de GspE, se distingue que el domino conservado esta distribuido en la
region central y sub-carboxilo terminal. debido a que en ésta region hay secuencias de aminoacidos
fundamentales denominadas bloque de asparagina (Asp) v bloque de histidina (His), la primera
region tiene un arreglo con residuos acidos y conforman una cavidad (sitio) donde se desarrolla la
actividad como ATPasa, similar a otras enzimas como las semejantes a RecA y T7 helicasa
(Robien er al., 2003). El segundo bloque (His), presenta residuos conservados en la subfamilia de
NTPasas, éste es un elemento expuesto de la proteina adyacente a la cavidad enzimatica (sitio
activo de ATPasa) y que actua como un censor de fosfatos (Robien er al., 2003). Dicha region
conservada se aprecia en la serovariedad Patoc y en bacterias Gram negativas.

En la prediccion de la estructura secundaria, la posicion de las hélices o v hojas B, son

similares tanto en GspD como en GspE. En GspD de la serovariedad Patoc, se distinguen 11
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hélices a v 14 hojas 3, en contraste solamente hav 9 hojas  que concuerdan en la alineacion, con
las hojas B de las leptospiras patogenas. Por otro lado, con las bacterias Gram negativas solamente
concuerdan 7 hojas 3. El promedio de las hojas  en la familia de las secretinas es de 12 (Yen ef
al., 2002), tomando en cuenta el nimero de hojas [} que concuerdan en las leptospiras (patdgenas y
apatogena), se podria afirmar que las secretinas de Leptospira requieren de menos hojas f3. Sin
embargo, la secuencia de aminoacidos en la serovariedad Patoc revela la presencia de 14 hojas p.
dos mas del promedio de la familia de las secretinas. El nimero de hojas 5 es variable en K. oxyroca
fueron demostradas 13 hojas 5 en la proteina PulD (GspD) (Guilvout er al., 1999).

Se hace énfasis en las hojas B, porque son fundamentales en todas las familias de las PME
relacionadas con la formacion de canales o poros a traveés de la membrana v son las hojas B las que
estan conservadas en dichas proteinas. en contraste, la region expuesta en la superficie
generalmente es la region mas variable (Branden and Tooze, 1999:. Koebnik er al., 2000; Yen et
al., 2002).

En GspE de la serovariedad Patoc se distinguen 16 hélices a v 13 hojas f, de las cuales, 13
hélices a concuerdan con la prediccidon de dichas estructuras en la secuencia de las serovariedades
patégenas de Leptospira. Son 11 hojas [} en la serovariedad Patoc las que concuerdan con las
secuencias en las leptospiras patoégenas. Por otro lado, son 10 hélices o y 6 hojas  de la
serovariedad Patoc que concuerdan con dichas estructuras con mas de tres bacterias Gram
negativas. Con base en las alineaciones de homologos y segin el modelo de la ATPasa generado
por Robien et al. (2003), la ATPasa tiene 14 hélices a (clasificadas de la A-N) v 15 hojas 3. Con
estos datos, se podria afirmar que las leptospiras (patogenas y la apatonena) tienen el 92.8% de las
hélices a v el 84.6% de hojas [} al compararlo con el modelo cristalizado de Robien ef al. (2003).
Las estructuras mas importantes de toda la secuencia son las hélices o delaD alaly las hojas f de
la 7 a la 12, dichas estructuras secundarias son las que conforman el sitio activo de la enzima

(bloque Asp) v el censor de fosfatos (bloque His) (Robien er al., 2003).
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En la prediccion de la estructura tridimensional, el programa de computo 3D-PSSM genera
modelos tridimensionales con base en la busqueda de homologos en los bancos de datos como el
del NCBI. Ademas de generar un analisis de la estructura secundaria, genera un modelo
tridimensional comparandolo con modelos de proteinas que han sido previamente estudiadas
mediante cristalografia (Kelley ef al., 2000). Por este método, la proteina GspD no fue reconocida
con ninguin modelo, esto probablemente se debe a que los trabajos publicados en los bancos de
datos no existen modelos establecidos para secretinas. Una razén de la ausencia de modelos
cristalizados de este tipo de proteinas, es debido a que las PME poseen regiones hidrofobicas e
hidrofilicas en la superficie de la proteina, ademas no son solubles en soluciones comunmente
utilizadas en cristalografia de proteinas. Sin embargo, pueden ser solubilizadas vy purificadas a
partir de algunos detergentes. como el octilglucosido (Branden and Tooze, 1999). El proceso de
Solubilizacién de proteinas en detergentes v a partir de ahi purificarlas, es fundamental para
generar material protéico necesario para cristalografia. Este paso es importante debido a los
componentes hidrofébicos e hidrofilicos de los detergentes, interactiian con las partes hidrofobicas
e hidrofilicas de la superficie de la proteina. lo cual puede provocar errores en los resultados de la
cristalografia de PME (Branden and Tooze. 1999). Sin embargo. se han logrado cristalizar PME
como las porinas bacterianas por medio de rayvos X de alta resolucion (Branden and Tooze. 1999).
También se han cristalizado proteinas del SST-II como Eps (Robien et al., 2003) v EpsM
(Abendroth ef al., 2004) de Vibrio cholerae (“extracellular protein secretion™). Por otro lado, la
secuencia de GspE fue reconocida, con 95.0% de certeza con su homologo en V. cholerae EpsE.
en un modelo establecido por cristalografia (Robien ef al., 2003).

Los resultados del presente trabajo nos permiten comparar los distintos /loci gsp en las
distintas serovariedades del género Leptospira. Por un lado, se sabe que los loci gsp en las
serovariedades Copenhageni y Lai, son muy similares en el nimero de MAL, el locus gsp de estas
dos serovariedades de L. interrogans esta conformado por 17 MAL (Figura 22), a diferencia de la

serovariedad Hardjobovis de L. borgpetersenii, donde el locus esta compuesto por 14 MAL. Esto
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resulta interesante, va que podria haber diferencias entre el numero de MAL de los /oci gsp entre
las especies de Lepitospira v similitudes entre las distintas serovariedades clasificadas en una
especie. Aunque, también cabe la posibilidad de que hubiera similitudes entre serovariedades y
serogrupos, en lugar de especies. Considerando lo anterior se abren dos interrogantes ;Qué funciéon
tienen los tres MAL (15, 16 v 17 de L. interrogans) ausentes en la serovariedad Hardjobovis
(L. borgpetersenii)?, ;Los MAL 15, 16y 17 presentes en las serovariedades Copenhageni y
Lai son fundamentales para la especie L. inferrogans? v ;L. biflexa conservara la presencia y
el orden de los MAL en su locus gsp? (Figura 22).

Al buscar homologos de los distintos MAL que conforman el loci gsp de la serovariedad
Patoc v de las leptospiras patogenas (Copenhageni, Hardjobovis y Lai) se puede apreciar que el
locus gsp estd compuesto por genes que probablemente codifican para: ATPasa, peptidasa, GspC,
GspD, GspE. GspF, GspG. GspH, Gspl, Gspl, GspK vy PilM (Cuadro 13). Estas proetinas son
fundamentales, va que GspE. F. L. v M (GspL aprantemente ausente en leptospiras) regulan las
secrecion extracelular v forman una plataforma en la membrana interna. Ademas, la proteina GspE
tiene la funcion de hidrolizar el ATP y estas proteinas interaccionan con la membrana externa
mediante GspC. Las proteinas GspG. H. 1. J v K son las encargadas de la formacion del pilus.
también llamadas pseudopilinas y son procesadas por GspO. La mayoria de dichas proteinas
(GspC,E,F, G H, L J,K, L, M, N, O) se localizan en la membrana interna o en el periplasma y
estan relacionadas con la membrana interna, excepto GspD, que forma el poro o canal de secrecion
a través de la membrana externa (Lee and Schneewind, 2001; Sandkvist, 2001b). Cabe sefialar que
apareniemente, en Leptospira, estan ausentes los genes que codifican para las proteinas GspL, Ny
O (Figura 22).

Hay diferencias en la serovariedad Copenhageni en la organizacion del locus gsp, en donde
el MAL que codifica para Gspl es sustituido por una copia del que codifica para GspG o bien una
proteina semejante, con un 39.0% de identidad a la primera. En las tres serovariedades patogenas

Copenhageni, Hardjobovis v Lai, el MAL 9 codifica para la pseudopilina Gspl con 34.0%. 31.0%
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v 35.0% de identidad respectivamente con respecto a Gspl de Dehalococcus spp (Copenhageni y
Lai) v Ralstonia metallidurans (Hardjobovis). sin embargo. dichas secuencias también tienen
identidad, pero en menor grado. con la pseudopilina GspH (31.0%. 31.0% y 34.0%.
respectivamente). El MAL 10 de la serovariedad Copenhageni codifica para pseudopilina GspG
(39.0%). en menor grado se obervé una identidad de 23.0% para GspJ. En la serovariedad
Hardjobovis el mismo MAL (MAL 10, GspJ) muestra identidad de 28.0% con una pilina del SST-
IV de Legionella pneumophila (Cuadro 13).

A partir del MAL 13, no se encuentran genes que estén claramente asociados al SST-II, sin
embargo hay una alta identidad (=86.0%) entre los primeros 14 MAL de las leptospiras patdgenas.
Es importante sefialar que los MAL 14, 15 y 16 de Copenhageni; los MAL 14 v 15 de Lai; asi
como los MAL 13 v 14 de Hardjobovis. No encontraron ningun homélogo en el banco de datos de
laNCBI (Cuadro 13y 14).

Cabe sefialar que. los genes codificados para proteinas de GspC. D, E v F (GspC. F
parciales) de la serovariedad Patoc de /.. hiflexa, mantienen una identidad de alrededor del 60.0%
con los homoélogos de las leptospiras patéogenas v aparentemente, el /ocus tiene la secuencia de los
MAL igual al de las serovariedades patdégenas (Cuadro 14). Por otro lado, resulta interesante que
el gen antes del /ocus gsp en las tres serovariedades patogenas, codifica para una quelatasa del
magnesio (Cuadro 13). En contraste, las tres serovariedades patogenas, el gen que esta después del
locus es distinto, en Copenhageni el gen codificado a proteina mostré una identidad por medio de
BLASTp de 29.0% con un regulador trascripcional de Ps. aeruginosa, en Lai hubo una identidad del
71.0% con una reductasa-ribonucleasa de Bradyrhizobium japonicum v en Hardjobovis hubo una
identidad del 54.0% con una transposasa de Porphyromonas gingivalis (Cuadro 13).

Estos datos sugieren que los distintos MAL tienen secuencias conservadas con otros
homologos del SST-1I y SST-IV. Sin embargo, faltan estudios funcionales que le den identidad a

cada uno de los MAL dentro del SST-II del género Leptospira.
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El conocimiento de las secuencias de los genes del SST-II de L. hiflexa serovariedad Patoc,
gspD vy gspk, abre la posibilidad para revelar la secuencia completa a corto plazo, del locus gsp en
este organismo. De igual forma, permitird iniciar ensayos de mutagénesis dirigida sobre la
supuesta secretina, GspD, para evaluar asi su papel en la secrecion de proteinas en el metabolismo
de Leptospira, en la adaptabilidad a fuentes de nutrimentos y supervivencia bajo distintas
condiciones ambientales. Finalmente, en forma indirecta, nos podra ayudar al entendimiento del
papel que este sistema (en particular la secretina) juega en la secrecion de productos proteicos en
leptospiras patdgenas asi como la potencial funciéon en la patogenicidad e inmunogenicidad de
Leprospira.

La leptospirosis es una enfermedad zoonotica emergente que se presenta en distintas partes
del mundo. particularmente en aquellos paises que tienen clima hiumedo (Bharti er al, 2001;
Hartskeerl, 2005). Se caracteriza por ser una enfermedad de dificil diagnodstico v cuyas estrategias
de vacunacion no estan entendidas del todo (Ellis, 2005; Hartskeerl, 2005). El estudio de la
gendémica v proteomica de Leptospira, prometen ser la herramienta para el entendimiento de la
patogénesis de la leptospirosis y para el desarrollo de mejores inmundgenos. como por ejemplo
vacunas recombinantes. con proteccion cruzada para el control de esta enfermedad (Hartskeerl,
2005). En la actualidad. son escasas las herramientas para manipulacion genética de Lepiospira. La
caracterizacion de los leptofagos LEI, LE2 v LE3 v la construccion de vectores de transito
(“shuttle vector™) v vectores suicidas han resultado ser herramientas utiles para entender la funcion
de algunos procesos metabolicos y estructuras como el endoflagelo (Saint Girons er al., 1990:
Saint Girons ef al., 2000; Zuerner ef al., 2000; Picardeau er a/., 2001). Mas recientemente, se ha
logrado mutar leptospiras patégenas L. interrogans, utilizando un transposon mariner (Himarl)

creando una coleccion de mutantes al azar (Bourhy ef al., 2005).
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9 CONCLUSIONES

9.1 Se identificaron los genes que codifican para GspD v GspE en L. biflexa serovariedad Patoc.
adicionalmente, también se identificaron parcialmente los genes que codifican para GspC v GspF,
genes que también constituyen el /ocus gsp en bacterias Gram negativas.

9.2 Los genes gspD v gspk de la serovariedad Patoc presentaron una identidad por regiones, con
sus homologos en leptospiras patogenas de 72.0% al 88.0% v una identidad global del 59.0%.

9.3 Las secuencias de aminoacidos de GspD v GspE de la serovariedad Patoc presentaron una
identidad con sus homologos en leptospiras patdégenas de alrededor de 61.0% (£1.0%) en GspD v
de 71.0% (+1.0%) en GspE.

9.3 La prediccion de la estructura terciaria de gspl de la serovariedad Patoc, reveld que es muy

similar a las ATPasa (EpsE) de Vibrio cholerae.

105



Loci gsp

Regién 1,929,725-1,934,922
L. interrogans serovariedad Copenhageni. Locus gsp
gspD gspE  gspF gspG 13 15
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L. interrogans serovariedad Hardjo (Hardjobovis). Locus gsp
gspD gspE  gspF  gspG

Region 2,346,505 —

L. interrogans serovariedad Lai. Locus eps 2,352,815
(gsp)
1 o epsC epsD epsE  epst  epsG g8 9 1 1M1 1 14 15 16 17
i e e e s e
a 3’ 4 57 6 7

Figura 22. Orientacién de los MAL del los loci gsp de las serovariedades Copenhageni, Hardjobovis y
Lai. Se muestra el sitio relativo que ocupan estos loci en el cromosoma (Cl). (NCBI acceso numero: NC
005823 y 004242; de la Pefa-Moctezuma et al., 2002). Esta figura se complementa con el Cuadro 5.
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Cuadro 13. Marcos abiertos de lectura (MAL) que codifican para las proteinas que
constituyen los loci gsp

IVIAICOS ALICLLIOS UL 100U (IVIAL ) (UOC COULLICULL Pild 1ds PIOICHHIES (JUE COLISULUYCLL 1O [oCT gyp
de las serovariedades Copenhageni, Hardjobovis, Lai vy Patoc; con sus homologos de las distintas
proteinas del NCBI. En la serovariedad Hardjobovis solo consta de 14 MAL a diferencia
Copenhageni y Lai que estan constituidos por 17 MAL. Adicionalmente y de forma comparativa,
se¢ muestra en la ultima columna ¢l locus gsp en Escherichia coli K-12 (NCBI). Cada celda
contiene la informacion: nimero del MAL con base en el lugar que ocupa en el locus; nimero
aminodacidos (aa) de la proteina; porcentaje de identidad seguido del porcentaje de similitud de la
proteina; nombre de la proteina con la que hubo identidad; entre paréntesis el nimero (aa) que
alinearon; género y especie de la bacteria con la que hubo identidad. MAL A = el MAL antes del
locus gsp: MAL D = el MAL después del locus gsp: NH = no se encontré homologo NP = gen
no presente en el loci.
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Cuadro 14. Porcentaje de identidad entre las proteinas codificadas por los distintos MAL del loci

gsp de Leptospira

MAL MAL

A | SecA Nombre (aa) SecB Nombre (aa) % 9 | SecA Nombre (aa) SecB Nombre (aa) %
1 Cop 509 2 Hb 286 86 1 Cop 178 2 Lai 178 100
1 Cop 509 3 Lai 494 99 1 Cop 178 3 Hb 209 81
2 HDb 286 3 Lai 454 81 2 Lai 178 3 HDb 209 81

1|1 Cop 124 2 Lai 124 989 101 Cop 214 2 Lai 214 100
1 Cop 124 3 Hb 124 90 1 Cop 214 3 Hb 212 88
2 Lai 124 3 Hb 124 91 2 Lai 214 3 Hb 212 88

2|1 Cop 336 2 Lai 336 100 |11 (1 Cop 391 2 Lai 458 99
1 Cop 336 3 Hb 336 87 1 Cop 391 3 Hb 408 85
2 Lai 336 3 Hb 336 87 2 Lai 458 3 Hb 408 85

3|1 Cop 302 2 Lai 302 100 [12|1 Cop 540 2 Lai 540 100
1 Cop 302 3 HDb 301 87 1 Cop 540 3 Hb 541 87
1 Cop 302 4 Patoc 124 65 ) Lai 540 3 Hb 541 87
2 Lai 302 3 Hb 301 87
2 Lai 302 4 Patoc 124 65
3 Hb 301 4 Patoc 124 64

4|1 Cop 596 2 Lai 615 100 13 |1 Cop 175 2 Lai 175 100
1 Cop 596 3 HDb 598 91 1 Cop 175 3 HDb 175 89
1 Cop 596 4 Patoc 595 61 2 Lai 175 3 Hb 175 89
2 Lai 615 3 Hb 598 91
2 Lai 615 4 Patoc 595 61
3 Hb 598 4 Patoc 595 60

5|1 Cop 557 2 Lai 557 100 [14|1 Cop 313 2 ©Lai 313 99
1 Cop 557 3 Hb 557 94 1 Cop 313 3 Hb 308 86
1 Cop 557 4 Patoc 558 71 2 Lai 313 3 Hb 308 86
2 Lai 557 3 Hb 557 94
2 Lai 557 4 Patoc 558 71
3 HDb 557 4 Patoc 558 72

6|1 Cop 408 2 Lai 408 100 |15 |1 Cop 247 2 LaiA 41 24
1 Cop 408 3 Hb 408 95 1 Cop 247 3 LaiB 40 15
1 Cop 408 4 Patoc 322 64 2 Lain 41 3 LaiB 40 10
2 Lai 408 3 Hb 408 95
2 Lai 408 4 Patoc 322 64
3 Hb 408 4 Patoc 322 64

711 Cop 158 2 Lai 158 100 16 | 1 Cop 75 2 Lai 72 8
1 Cop 158 3 Hb 173 93
2 Lai 158 3 Hb 173 93

8|1 Cop 189 2 Lai 189 99 17 |1 Cop 88 2 Lai 181 3
1 Cop 189 3 Hb 189 91
2 Lai 189 3 Hb 189 91

Porcentaje de identidad entre las proteinas codificadas por los distintos MAL del loci gsp en las
serovariedades Copenhageni v Lai de L. interrogans; Hardjobovis de L. borgpetersenii y Patoc de
L. biflexa, mediante el programa de computo ClustalW. Los MAL 4 v 5 corresponden a GspD v
GspE, se incluyeron las secuencias parciales de la serovariedad Patoc de GspC y GspF (MAL 3y
6 respectivamente), para obtener identidades con las otras serovariedades de Leptospira. La
serovariedad Hardjobovis solo consta de 14 MAL. MAL A = corresponde a un gen que codifica
para una quelatasa que esta antes de locus de gsp, presente en las tres serovariedades patogenas de
Leptospira
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APENDICE 1

Medio de fraccion V de albiimina sérica bovina-polisorbato 80 EMJH (Myers, 1985).

Albumina sérica bovina-polisorbato Proporciones:

(EMJH)

e Medio basal:

Agua destilada 900 ml

Fosfato disédico, anhidro (Na;HPO,)'

Fosfato monopotasico (KH,PO,)' 1.0g

Cloruro de sodio (NaCl)' 03¢g

Cloruro de amonio (NH4CI)' 1.0g

Tiamina HCL (Vitamina, B1)’ 1.0 ml (solucion stock 25.0g/100ml)
Piruvato de sodio (CH;COCOONa)” 1.0 ml (solucién stock 5.0g/100ml)
Glicerina (CHz;Hs-OHs)? 1.0 ml (solucién stock 10.0g/100ml)
(esterilizar por autoclave) 1.0 ml (solucidn stock 10g/100ml)
epH72-74

¢ Una vez esterilizada la base, dejar enfriar y
posteriormente adicionar el suplemento.

¢ Suplemento de albamina (esterilizar por

filtracion):

Agua

Albumina sérica bovina 50.0 ml

Cloruro de calcio (CaCl, 2H,0)’ 10.0g ‘

Cloruro de magnesio (MgCl, 6H,0) 1.0 ml (so]uc!c'm stock 1.5g/100ml)
Sulfato de zinc (ZnSO4 7H,0)° 1.0 ml (solucién stock 1.5g/100ml)
Sulfato ferroso (FeSO4 7H,0)? 1.0 ml (solucion stock 0.4g/100ml)
Cianocobalamina (Vitamina, B12)* 10. 0 ml (solucién stock 0.5g/100ml)
Polisorbato 80 (Tween) 1.0 ml (solucion stock 0.02 g/100ml)
c.b.p. 100 ml. 12.5 ml (solucion stock 0.0g/100ml)

e La filtracion: primero con membrana de
0.65, 0.45 v finalmente con 0.22 um.’

! Base para medio EMJH, Difco TM, EUA.
? Fluka AG, Suiza.

3 JT Baker, EUA.

4 SIGMA Aldrich, EUA.

* Millipore, EUA.
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Medios para cultivo de leptospiras Proporciones
Fletcher
Peptona 03¢g
Extracto de carne 02¢g
Cloruro de sodio (NaCl) 05¢
Agar 15¢
Agua destilada 920 ml
Suero de conejo 3al0%
Stuart
L-asparagina 0.132 ¢
Cloruro de amonio (NH4CI) 0.286 g
Cloruro de magnesio (MgCl, 6H,0O) 0.406 g
Cloruro de sodio (NaCl) 1.808 g
Fosfato disodico (Na;HPOy) 0.666 g
Fosfato monopotasico (KH,PO,) 0.087 g
Rojo de fenol 0.0l g
Agua destilada 995 ml
Glicerina 5ml
Suero de conejo 8al10%
Korthof
Peptona 08g
Cloruro de sodio (NaCl) l4¢g
Bicarbonato de sodio (NaCHO3) 0.02¢g
Cloruro de potasio (KCI) 0.04 ¢
Cloruro de calcio (CaCl,) 0.04 ¢
Fosfato monopotasico (KH>PQ.) 024 ¢
Fosfato disodico (Na-HPOy) 0.88 ¢
Agua destilada 1.000 ml
Suero de congjo 8al10%

Férmulas y proporciones para e¢laborar los medios Fletcher, Stuart y Korthof. El suero de conejo
debe esterilizarse por filtracion (0.45 wm v 0.22 pm) e inactivarse a 56° C durante 30 min. El
agua con las sales debe esterilizarse aparte por autoclaveado antes de adicionar el suero (Myers,
1985).
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APENDICE 11

Soluciones (Ausubel er al.. 1993):
Cloruro de sodio 5 M (NaCl).!

En 1,000 ml disolver

292 g NaCl

Esterilizar por autoclave

Bromuro de etidio (10 mg/ml).2
Disolver 0.2 g en 20 ml de H,O

Mezclar v almacenar en oscuridad

Buffer TE (Tris - acido acético-EDTA).
En 1,000 ml disolver:

242¢ Tris base.’
5.71 ml acido acético glacial (0.2M) (CH;COOH)"*
372¢g Etilen dinitrilo tetracetato disédico (NaCoH14sN20s)"*

Esterilizar por autoclave

Geles de Agarosa.
Disolver agarosa en buffer TE para obtener una dilucién al 1.0% (300mg: 30ml). Calentar en
hormno de microondas hasta que se disuelva por completo.

Posteriormente. adicionar 1ul de solucion de bromuro de etidio. 1 pg por cada 10 ml buffer TE

Solucion de acetato de sodio 3M
En 100 ml de H>O adicionar:
408 ¢ acetato de sodio®

Ajustar pH 4.8 con acido clorhidrico (10 M)

Solucién de CTAB / NaCl solucion

' JT Baker, EUA.

2 GIBCO BRL. EUA.
2 Invitrogen, EUA.

* IT Baker EUA.
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Disolver4.1 g NaCl' en 80 ml H,0.

Adicionar 10 g de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)’
Mezclar a una temperatura de 65°.

Ajustar volumen final a 100 ml.

Esterilizar por autoclave

Fenol equilibrado

Temporizar el fenol a temperatura ambiente.

Anadir 8-hidroxiquinoleina hasta una concentracion final de 0.1% (0.1 g por cada 100 ml).

Anadir un volumen de Tis-HCI 1 M pH 8, agitar constantemente hasta que el fenol alcance cercano
apH 8.

Cuando se hava equilibrado, retirar la fase acuosa (3-4 h) y afiadir un volumen de Tis-CHI 0.1 M
hasta que el fenol este a un pH 8.

Se conserva protegido de la luz con una capa acuosa de Tis-HCl 0.1IM mas 0.2% de B-

mercaptoetanol, pH 8 a 4° C.

5 SIGMA Aldrich, EUA.
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APENDICE III

Bacteria Locus | Niimero de acceso NCBI
A. hydrophila exe X66504

B. pseudomallei a5p BX571965 y NC 006350*
E. chrysanthemi out X65265

k. carotovora out BX950851

E. coli K-12 asp U00096 v AAC76350*
E. coli O157T:H7 asp AY 056599

G. sulfurreducens asp AEO017180

K. pneumoniae pul M32613

L. pneumophila Isp AE017354

L. interrogans asp CNO005823

SV. Copenhageni

L. interrogans asp CN004342

SV. Lai

L. biflexa asp DQ489375 v DQ489376°
SV. Patoc

Ps. aeruginosa asp AE004934

Ps. putida pil AE015451

k. coli Dysenteriae asp CP000034

V. cholerae eps L33796 v 1POR*

X campesiris xpsy gsp | AE012165 v AE012532*
Y. pestis asp Al414144

Bacterias donde se han identificado genes del /ocus gsp, con las cuales se
realizaron analisis de identidad con genes homologos en Leptospira. Los
nameros de acceso corresponden al GenBank del NCBI, excepto
en V. cholerae donde el segundo numero (gspk) de acceso corresponde a
Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb). SV = serovariedad, *= primer nimero de
acceso corresponde para gspD y el segundo para gspE.
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APENDICE IV

Tabla de resultados de las alineaciones de las secuencias de aminoacidos de la proteina GspD de
leptospiras con 14 Bacterias Gram negativas. Datos obtenidos mediante el programa ClustalW.

SegA Name Len(aa) SegB Name Len(aa) Score
1 Patoc 595 2 Copenhageni 596 61
1 Patoc 595 3 Hardjo 598 60
1 Patoc 595 4 Lai 615 61
1 Patoc 595 7 Echrysanthemi 709 26
1 Patoc 595 8 Ecoli078H11 616 24
1 Patoc 595 2 Ecolikl2 650 26
i Patoc 585 10 Ecarotovora 650 25
1 Patoc 595 11 Klebsiella 660 25
1 Patoc 595 12 Legionella 790 21
1 Patoc 595 14 Psputida 591 21
1 Patoc 5985 15 Shigella 611 23
2 Copenhageni 596 3 Hardjo 598 91
2 Copenhageni 596 4 Lai 615 100
2 Copenhageni 596 7 Echrysanthemi 709 22
2 Copenhageni 596 8 Ecoli078H11 616 23
2 Copenhageni 526 9 Ecoliklz2 650 23
2 Copenhageni 596 10 Ecarotovora 650 23
2 Copenhageni 526 11  Klebsiella 660 24
2 Copenhageni 596 12 Legionella 720 22
2 Copenhageni 596 14  Psputida 591 24
2 Copenhageni 598 15 Shigella 611 24
3 Hardjo 588 4 Lai 615 91
3 Hardjo 598 7 Echrysanthemi 709 21
3 Hardjo 598 8 Ecoli078H11 616 23
3 Hardjo 598 2 Ecolikl2 650 22
3 Hardjo 598 10 Ecarotovora 650 23
3 Hardjo 598 11  Klebsiella 660 24
3 Hardjo 598 12 Legionella 790 22
3 Hardjo 598 14 Psputida 591 24
3 Hardjo 598 1s Shigella 611 24
4 Lai 615 7 Echrysanthemi 709 22
4 Lai 615 8 Ecoli078H11 616 22
4 Lai 615 El Ecolikil2 650 22
4 Lai 615 10 Ecarotovora 650 23
4 Lai 615 11 Klebsiella 660 24
4 Lai 615 12 Legionella 790 21
4 Lai 615 14 Psputida 591 24
4 Lai 615 15 shigella 611 23
7 Echrysanthemi 709 8 Ecoli078H11 616 42
7 Echrysanthemi 709 £l Ecolikl2 650 51
7 Echrysanthemi 708 10 Ecarotovora 650 73
7 Echrysanthemi 709 11 Klebsiella 660 66
7 Echrysanthemi 709 12 Legionella 790 28
7 Echrysanthemi 709 14 Psputida 591 31
7 Echrysanthemi 709 15 Shigella 611 42
a Ecoli078H11 6ls g Ecolikl2 650 43
8 Ecoli0O78H11 616 10 Ecarotovora 650 41
a Ecolio78H11 616 11 Klebsiella 660 42
8 Ecoli078H11 616 12 Legionella 790 31
8 Ecoli078H11 616 14 Psputida 591 31
8 Ecolin78H11 616 15 Shigella 611 99
9 Ecolikl2 650 10 Ecarotovora 650 51
g Ecolikl2 650 11 Klebsiella 660 52
g Ecolikil2 650 12 Legionella 720 29
9 Ecolikl2 650 14 Psputida 521 29
9 Ecolikl2 650 15 Shigella 611 43
10 Ecarotovora 650 11 Klebsiella 660 73
10 Ecarotovora 650 12 Legionella 720 27
10 Ecarotovora 650 14 Psputida 591 31
10 Ecarotovora 650 15 Shigella 611 41
T Klebsiella 660 i2 Legionella 790 26
11 Klebsiella 660 14 Psputida 591 31
11 Klebsiella 660 15 Shigella 611 42
12 Legionella 790 14 Psputida 591 25
12 Legionella 790 15 Shigella 611 31
14 Psputida 521 is Shigella 611 30

Shigella = E. coli Shigella Dvsenteriae.
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Tabla de resultados de las alineaciones de las secuencias de aminoacidos de la proteina GspE de
leptospiras con 14 Bacterias Gram negativas. Datos obtenidos mediante el programa ClustalW.

SegA Name en(aa) SegB Name Len (aa) Score
1 Patoc 558 2 Copenhageni 57 71
1 Patoc 558 3 Hardjobovis 557 72
: Patoc 558 4 Lai 557 L
1 Patoc 558 5 Ahydrophila 501 42
1 Patoc 558 6 Burkholderia 497 41
1 Patoc 558 7 Ecoli078H11 497 41
1 Patoc 558 8 EcoliK1l2 493 41
1 Patoc 558 9 Ecarotovora 498 40
1 Patoc 558 10 Echrysanthemi 498 41
1 Patoc 558 11 Klebsiella 497 40
1 Patoc 558 12 Legionella 494 41
1 Patoc 558 13 Psaeruginosa 594 33
1 Patoc 558 14 Psputida 556 30
1 Patoc 558 15 Shigella 497 40
1 Patoc 558 16 Vcholera 418 48
1 Patoc 558 17 Xanthomenas 603 34
1 Patoc 558 18 Yersinia 503 40
2 Copenhageni 557 3 Hardjobovis 557 94
2 Copenhageni 557 4 Lai 557 100
2 Copenhageni 557 5 Ahydrophila 501 41
2 Copenhageni 557 [ Burkholderia 497 42
2 Copenhageni 557 2 Ecoli078H11 497 43
2 Copenhageni 557 8 EcoliK12 493 41
2 Copenhageni 557 9 Ecarotovora 498 43
2 Copenhageni 557 10 Echrysanthemi 498 42
2 Copenhageni 557 11 Klebsiella 497 42
2 Copenhageni 557 12 Legionella 494 41
2 Copenhageni 557 13 Psaeruginosa 594 36
2 Copenhageni 557 14 Psputida 556 32
2 Copenhageni 557 15 Shigella 497 413
2 Copenhageni 557 16 Vcholera 418 49
2 Copenhageni 557 17 Xanthomeonas 503 34
2 Copenhageni 557 18 Yersinia 503 41
3 Hardjobovis 557 4 Lai 557 94
3 Hardjcbovis 557 5 Ahydrophila 501 41
3 Hardjcbovis 557 6 Burkholderia 497 43
3 Hardjobovis 557 7 EcoliQ78H11 497 44
3 Hardjobovis 557 8 EcoliK12 493 41
3 Hardjobovis 557 9 Ecarotovora 498 42
3 Hardjcbovis 557 10 Echrysanthemi 498 42
3 Hardjobovis 557 11 Klebsiella 497 43
3 Hardjcbovis §E7 12 Legionella 494 42
3 Hardjcbovis 557 13 Psaeruginosa 594 36
3 Hardjobovis 557 14 Psputida 556 31
3 Hardjcbovis 557 is Shigella 497 43
3 Hardjobovis 557 16 Vcholera 418 48
3 Hardjobovis 557 17  Xanthomonas 603 34
3 Hardjobovis 557 18 Yersinia 503 41
B Lai 557 5 Ahydrophila 501 41
4 Lai 557 3 Burkholderia 497 42
4 Lai 557 7 Ecoli078H11 497 43
4 Lai 5587 8 EcoliKil2 493 41
4 Lai 557 9 Ecarotovora 498 43
4 Lai 557 10 Echrysanthemi 498 42
4 Lai 557 11 Klebsiella 497 42
4 Lai 557 12 Legionella 494 41
4 Lai 557 13 Psaeruginosa 594 36
4 Lai 557 14 Psputida 556 32
4 Lai 557 15 Shigella 497 43
4 Lai 557 16 Vcholera 418 49
4 Lai 557 17 Xanthomonas 603 34
4 Lai 557 18 Yersinia 503 41
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