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1 RESUMEN 

Las espiroquetas del género LeplOspira son el agente etiológico de la leptospirosis, una 

enfennedad infecciosa y contagiosa de importancia en los animales y seres humanos. Esta 

enfennedad se presenta en ambientes urbanos y rurales de países de todo el mundo. Actualmente 

se reconocen de 9 a 12 genoespecies con más de 250 serovariedades (SVs) patógenas que están 

agrupadas en 23 serogrupos y 60 SVs no patógenas. La gran di versidad serológica entre 

leptospiras, se atribuye a la diferencia entre la estructura y composición dellipopolisacárido (LPS). 

Por lo tanto, la mayoría de los trabajos sobre inmunidad en contra la leptospirosis se enfocan al 

estudio del LPS, que es el antígeno de superficie más importante de Leprospira. Otros antígenos de 

superficie que se han estudiado en LeplOspira, son las proteínas de la membrana externa (PMEs). 

Las PM Es se han utili zado en ensayos de inmunidad obteniendo resultados medianamente 

sati sfactorios. Algunas de estas proteínas muestran homología con proteínas del sistema de 

secreción tipo 11 (SST-II), que es el principal sistema por el cual la mayoría de las bacterias Gram 

negativas secretan proteínas como enzimas y toxinas. El presente trabajo tuvo como objetivo 

principal : identificar y secuenciar el gen gspDL y gspEL que codifica para una proteína del SST-II 

supestamente locali zada 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 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), revelaron que la serovariedad Patoc posee genes que 

codifican para proteínas del SST-ll y éstas son similares a sus homólogos en leptospiras patógenas, 

además, al analizar la estructura secundaria de las proteínas se aprecia que su constitución es muy 

similar entre leptospiras y semejante con homólogos de otras bacterias Gram negativas. 

Palabras clave: Leprospira, serovariedad Patoc, sistema de secreción tipo 11 (SST -11), proteínas de 

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

The spirochaetes ofthe genus Leplospira are the causative agent of leptospirosis, an infectious and 

conlagious disease of imporlance in animals and humans. Leplospirosis 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 attTibuted 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 LeplOspira. Other surface antigens that have been studied in LeplOspira, are the 

outer membrane proteins (OMPs). The OMPs have been used in immunity tests obtaining 

encouraging results. Sorne of these proteins show homology with proteins of the type II secretion 

system (T2SS) This system is responsible for secretion of external cellular enzyrnes and toxins by 

a wide variety of Gram-negative bacteria. In the presenl work \Ve identified and sequenced gspDL 

and gspEL, genes lhat codifys for two proteins of lhe T2SS. The product of gspDc 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 T2SS 

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: Leplospira biflexa, Patoc, type Il secretion system (T2SS), outer membrane proteins 

(OMP), polymerase chain reaction (PCR). 



2 INTRODUCCiÓN 

2.1 Leptospirosis 

La leptospirosis es una zoonosi s, ésto es, transmitida de los animales al hombre, que prevalece en 

el mundo con brotes emergentes y es producida por espiroquetas patógenas del género Leplospira 

(Hartskeerl , 2005; Levetl, 2001). Es una enfermedad infecciosa que se trasmite por contacto con 

orina de animales infectados o con cualquier medio líquido contaminado con esta bacteria (Levetl, 

2001). La enfermedad se presenta en ambientes urbanos y rurales de países desarrollados y 

subdesarrollados (Bharti el al., 2003). 

Los signos clínicos que se presentan en el ser humano y en los animales son muy variados 

(Levetl, 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 y regiones tropicales de América 

como Brasil , Cuba y Centroamérica. Sin embargo, la enfermedad está presente también en el resto 

del mundo con presentaciones subclínicas así como sintomatología muy diversa que incluye: 

hemorragias, mialgias, artralgias, ictericia y otros asociados a insuficiencia renal (Bharti el al., 

2003) 

En animales domésticos de producción, como bovinos, pequeños rumiantes y cerdos, hay 

pérdidas económicas significativas que generalmente se asocian con abortos e infertilidad y 

di sminución de la producción láctea. Por otro lado, en animales de trabajo, deporte y compañía 

como équidos y caninos se pueden obsenrar cuadros clínicos muy diversos que hacen dificil su 

diagnóstico (Richt<:enhain el al. , 2002; Ellis, 2005). 

En términos generales, la infección se caracteriza, por causar daño a: hígado, riñones, 

pulmones, cerebro, placenta y músculos (Faine e l al .. 1999). Algunos de los nombres con los que 

se conoce esta enfermedad son: enfermedad de las porquerizas, enfermedad de los porqueros, 

enfermedad de Stutlgart, enfermedad de Weil, fiebre de los arrozales, fiebre canícola, fiebre de los 

cañaverales, fiebre del cieno, ictericia espiroquética (Acha y Szyfres, 2001 ; Chin, 2001). 
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2.2 Etiología 

Anteriormente, la clasificación del género Leplospira se basó en las propiedades patogénicas del 

microorganismo, lo cual dio como resultado dos especies: L. interrogans que agrupaba a todas las 

serovariedades patógenas y L. biflexa que agrupaba a las serovariedades saprófi tas. Actualmente, 

e l género incluye las siguientes siete especies patógenas y dos especies indeterminadas: 

L. alexanderi , L. borgpe lersenii, L. fainei , L. inadai, L. interrogans , L. kirs chneri , 

L. noguchii, L. santarosai y L. weillii. Además , hay tres especies apatógenas L. biflexa, 

L meyeri. L wolbachii. Hay cuatro genoespecies que no han sido c1a~ificadas ta,onómicamente 

(Brenner el al" 1999), Las especies actuales se han establecido a partir de estudios basados en 

homología de ADN y ensayos de hibridación de ácidos nucleicos (Faine el a/" 1999; Levett, 

200 1) 

2.3 Clasificación Taxonómica 

El género Leplospira se encuentra clasificado en el Phylum y Clase Spirochaeles, Orden de los 

Spirochaelales y Familia Lepluspiraceae; esta Familia es ta compuesta por los géneros: Leplonema, 

Leplospira y Turneria (Cavalier-Smi th, 2002) 1 Todas las leptospi ras son morfológicamente 

simi lares, pero en el fenotipo y genotipo hay diferencias, Es por esto, que los cri terios 

convencionales para la clasificación bacteriológica (caracterí sticas de culti vo, actividad y 

propiedades quími cas), no son suficientes para la clas ificación de las especies patógenas de 

Leplospira (Fai ne el al. , 1999). 

La clasificación serológica de esta bacteria continúa en la organización de serogrupos y 

termina con la designación de serovariedades, cuando las serovariedades comparten similitud de 

antígenos son agrupadas dentro de un serogrupo (Kmety and Dikken, 1993; Fai ne el al. , 1999). 

Los serogrupos, no están exactamente definidos y no tienen una implicación taxonómica, estos 

1 httpJ/w\v\V.ncbi .nhn.nih.govrraxonomylBrowser/ 
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fueron creados por el número creciente de serovariedades, de tal manera que fue apropiado hacer 

grupos pequeños donde las serovariedades incluidas tienen un alto grado de homogeneidad y 

relación antigénica. Los serogrupos tienen utilidad para el diagnóstico y para realizar análisis 

epidemiológicos. Las pruebas que se reali zan para agrupar a las serovariedades en serogrupos y 

para designar a las serovariedades son pruebas de aglutinación con sueros hiperinmunes generados 

en conejos e incluye la de aglutinación microscópica (AM) y la prueba de absorción cruzada, así 

como la identificación con anticuerpos monoclonales (Kmety and Dikken, 1993; Faine el al. , 

1999). 

Más recientemente, se han uti li zado análisis de patrones de fragmentos de ADN generados 

por digesti ón con endonucleasas de restricción y otras técnicas moleculares, como secuenciación 

de los genes rrs (16S) y rrl (23S) del ácido ribonucléico ribosomal (ARNr) (Perolat el al., 1990; 

Ramadas el al. , 1992; Postic el al. ,2000). 

Actualmente, se reconocen 28 serogrupos que agrupan alrededor de 300 serovariedades, l de 

los cuales 23 agrupan poco más de 250 serovariedades patógenas y de éstas , 22R serovariedades 

están completamente caracterizadas (Brenner el al.. 1999; Faine el al. , 1999). Existen alglUlas 

serovariedades que incluyen subtipos, como el caso de la serovariedad Hardjo, con los subtipos 

Hardj oprajitno y Hardjobovis. Es importante mencionar que estos dos subtipos pertenecen a dos 

di stintas especies (L. inlerrogans y L. borgpelersenii respecti vamente), pero son serológicamente 

indistinguibles, aun utili zando anticuerpos monoclonales (FaITelly el al., 1987; de la Peña

Moctezuma, 1999). En el Cuadro 1 se enlistan las especies actualmente reconocidas del género 

LeplOspira y en el Cuadro 2 los serogrupos. Según 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 genética a la que pertenece, país de 

origen y la fuente del aislamiento. 

1 http//w\V\v. pastcur.fr/rcchcrcheILeptospiraIStrains.html . 2006 
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Cuadro lo Especies de Leptospira y 4 genoespecieso 

1. Leplospira alexanderi ' 
2. Leplospira biflexa e 

3. Leplospira borgpelersenii ' 
4. Leplospira (ainei • 
5. LefJ/ospira inadai • 
6. Leplospira inlerrogans ' 
7. Leplospira kirschneri ' 
8. LeplOspira meyeri e 

9. LeplOspira noguchü ' 
10. Leplospira sanlarosai ' 
11 . Leplospira weillii ' 
12. Leplospira wolbachii e 

Genoespecie 1 
Genoespecie 3 
Genoespecie 4 
Genoespecie 5 

a = patógena; b = indetenninada; c= saprofitica. 
http ://w,v,v. ncbi .nlm.nih.govrraxonomy/Bro,vser/ 

204 Características generales del género Leptospil"O 

El método estandarizado para observar espiroquetas como Leplo;pira es la microscopía de campo 

oscuro (CO) en preparaciones húmedas o bien mediante tinciones argénticas, como Levaditi o 

Warthin Stany, aplicadas a tejidos. (Quinn el al.. 1994). 

El cuerpo de este microorganismo es helicoidal o en forma de espiral suti l, que mide de 6 a 

20 ¡lm de largo por 0. 1 a 0.2 ¡lm de ancho. Es altamente móvil gracias a un mecani smo de dos 

fl agelos periplásmicos (endoflagelos) que se sitúan entre el espacio de la pared celular y la 

membrana externa, insertos en un cuerpo basal y están anclados en los extremos de la espiroqueta. 

Los discos del cuerpo basal donde se anclan, son s imilares a los de las bacterias Gram negati vas. 

El movimiento que generan es de rotación sobre su eje central , contorción y translocación por 

movimientos ondulatorios (Ritchie and Ellinghausen, 1965; Holt, 1978; Quinn el al. , 1994). Es 
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importante señalar que, estos endoflagelos están compuestos en su mayoría por proteínas muy 

similares a flagelinas y son termoestables a 60° C (Holl, 1978). 

Cuadro 2. Serogrupos del género Leptospira 

Número Serogrupo Serovariedad Cepa 
Representativa 

1. Andan1ana • Andamana CH 11 
2. Australis Australis Ballico 
3. Autumnalis Autumnalis Akiyami A 
4. Ballum Ballum Mus 127 
5. Bataviae Bataviae Swart 
6. Canicola Canieola Hond Utrech IV 
7. Celledoni Celledoni Celledoni 
8. Codice * Codice CDC 
9. Cynopteri Cynopteri 3522C 
10. Dj asiman Djasiman Djasiman 
1 1. Grippotyphosa Gri ppotyphosa Moskva V 
12. Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis 
13 . Holl and + Holland waZ Holland 
14. 1 cterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA 
15. Javaniea Javaniea Veldrat Bataviae 46 
16. Louisiana Louisiana LSU 1945 
17. Lyme* Lyme 10 
18. Manhao Manhao4 Li 130 
19. Mini Mini Sari 
20. Pan ama Panama CZ241 
21. Pomona Pomona Pomona 
22. Pyrogenes Pyrogenes Salinem 
23. Ranarum Ranarum ICF 
24. Sarmin Sarmin Sarmin 
25. Sejroe Hardjo Hardjobovis Ó 

Hardj opraj i tno 
26. Semaranga • Patoe Patoe 1 
27. Shel111ani Shermani 1342K 
28. Tarassovi Tarassovi Mitis Johnson 

Serogrupos del género Leprospira, incluye los serogrupos de especies patógenas y 
no patógenas (') , nuevos serogrupos (+) . Todos con la serovariedad y la 
cepa de reFerencia utili zada para determinar identidad antigénica. (http:// 
www. ncbi . nlm. nih .gov/ Taxonomy/Browser/; Faine e l al., 1999). 
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Sin los endofl agelos, Leplospira no tiene movilidad y pierde los ganchos de los extremos, 

característicos del género (Bromley and Charon, 1979; Picardeau el al., 200 1). Además, la 

presencia de los ganchos en los extremos se ha asociado como un factor de virulencia en estudios 

en coneji llo de indias y hámster (Faíne and Hoeden, 1964). La cubierta o pared (ci lindro 

protoplasmático), está formada por el complejo del peptidoglícano, constituido por ácido 

murámico, glucosamida y ácido diaminopimélico y la membrana externa tiene una organización 

rnuy similar a la de las bacterias Gram negativas (Adler and de la Peña-Moctezuma, 2004). 

Químicamente, las leptospiras están compuestas por: 46.0% de proteínas, 27.0% de carbohidratos 

y 22.0% de lípidos. La membrana externa está compuesta por fosfo lípidos en 98.0%, constituida 

de fosfatidi letanolamina, ácido hexaecanóico y ácido octadecanóico. El lipopolisacárido (LPS) está 

constituido en general, por: hexosas, heptosas, hexosaminas, deoxihexosas, pentosas y ácido ceto

deoxi-octanoico (KDO) (Holt, 1978). Más adelante, se hablará sobre el LPS y otras moléculas de 

la superficie de LeplOspira. 

Se ha tratado de diferenciar las leptospiras patógenas de las saprófitas, basándose en las 

características de morfología colonial y alglUlas actividades bioquímicas como la lisis del ácido 

oleico y la producción de catalasa (Stalheim and Wilson, 1963). Se ha observado que, según el 

grado de pases que tenga una cepa de leptospiras patógenas, la morfología colonial puede cambiar 

(Wood el al. , 1981). Sin embargo, se ha podido diferenciar a las leptospiras patógenas de 

saprófi tas en tres grupos con base en su desarrollo con inhibidores como 2-6 diaminopurina y 8-

azaguanina, además de la actividad enzimática de lipasas. El primer grupo puede desarrollarse en 

presencia de los dos análogos de las purinas (10 ¡¡g/mi 2-6 diaminopurina y 200 ¡¡g/mi de 8-

azaguanina) y tiene activ idad de lipasa; el seglUldo, sólo puede desarrollarse en presencia de lUl 

análogo (2-6 diaminopurina) pero no tiene actividad de lipasa, estas características son de 

leptospiras patógenas; y finalmente el tercer grupo, leptospiras saprófitas, éstas se desarrollan en 

presencia de ambos análogos de purinas y conservan la actividad de lipasa (Johnson and Harris, 

1968) 
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2.5 Consideraciones biológicas para el cultivo ill I,itro de Leptospira 

Las leptospiras son bacterias aerobias obligadas con un periodo generacional de 6 a 8 horas (h) en 

las cepas patógenas y muy similar en cepas saprófitas, aunque L. biflexa se puede dividir en un 

lapso menor si la temperatura es modificada y son cultivadas con sistemas de agitación, reduciendo 

su perido generacional a 4.5 h a 300 e o 3.4 h a 34°e (Faine el al. , 1999). El desarrollo de los 

cultivos se aprecia por la turbidez o zonas de turbidez anulares (anillos de Dinger) en los medios 

semisólidos, el tiempo de desarrollo macroscópico de leptospiras en un medio varía entre 3 a 10 

día~ o varias semana~. El rango de temperatura en el que se desarrollan los cultivos de leptospira~ 

in vilro es de JI a 13° e para leptospiras saprófitas y para leptospiras patógenas la temperatura 

óptima es de 28 a 30° e, sin embargo, las leptospiras saprófi tas también se pueden desarrollar de 

28 a 30° e , pero las patógenas no desarrollan de II a 13° e (Johnson and Harris, 1967; Finn and 

Jones, 1976; Myers, 1985). 

En las muestras clínicas, es importante preveer posibles contaminaciones, por lo cual, en 

los medios para realizar los primo-ai s lamientos se deben adicionar inhibidores como: 

5-f1uorouracilo, 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 contaminación, además, es 

importante filtrar las muestras con membranas de 0.45 ¡¡m y 0.22 ¡¡m (Myers, 1985). Para obtener 

un aislado a partir de muestras de mamíferos, dichas muestras pueden ser incubadas inicialmente a 

37° C. 

El pH óptimo 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 Eh (potencial de óxido reducción 

ambiental), el oxígeno es considerado como un factor importante de crecimiento (Faine el al. , 

1999). La concentración de iones también es un factor importante a considerar, por ejemplo, el 

cloruro de sodio es fundamental para algunas especies de leptospiras, sobretodo las halófitas, y 

para algunas otras especies, puede ser un factor inhibitorio cuando son cultivadas a 37° e (Faine, 
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1959). Un ión fundamental para el desarrollo de Leplospira es el hierro, otros iones necesarios son 

el calcio, el cobre y el magnesio (Johnson and Gary , 1963). La bacteria es muy sensible a la 

desecación, ya sea en el medio o en condiciones in vi/ro (Faine el al. , 1999). 

Las leptospiras utilizan ácidos grasos de 12 a 18 carbonos como fuente de energía, las 

fuentes más comunes para proporcionar esos ácidos grasos son la albúmina sérica bovina y el 

suero de conejo, que se adicionan a los medios de cultivo estandarizados (líquidos y sólidos) 

(Johonson and Wilson, 1960; Johnson and Walby, 1972). También se pueden utili zar como fuentes 

de carbono, polisorbato (tween), glicerol y acetato. Como fuente de nitrógeno comúnmente se 

usan sales de amonio. Para el cultivo y desarrollo óptimo de las leptospiras se usan además las 

vitaminas tiamina (B,) y cianocobalamina (B'2), o metabolitos de la glucosa como el piruvato de 

sodio (Johnson el al., 1973; Faine el al., 1999). Los medios para el culti vo de LeplOspira pueden 

ser líquidos, semi sólidos y sólidos. En el Apéndice 1 se hace una síntesis de los medios y sus 

fórmulas, más utili zados para el desarrollo de Leplospira in vi/ro. 

Dada la complejidad para preparar los medios estandari 7.ados, se han estandari7.ado otros 

medios de cld tivo para Leplospira, donde solamente se han utilizado cloruro de sodio e hidróxido 

de potasio, más una mezcla de suero de camero jovene, este medio ofrece un índice bajo de cepas 

no viables (Rodríguez el al. . 1998). Sin embargo, el medio descrito por Ellinghausen & 

McCullough modificado por Johonson & Harri s (EMJH) es el más utili zado (Johnson and Harri s, 

1967). 

Por otro lado, se han probado medios comerciales estandarizados con detección de 

crecimiento automatizada (cwtivos para aerobios, anaerobios, micobacterias y hongos), para el 

primoculti vo de leptospiras a partir de muestras clínicas de humanos. Los medios estandarizados 

para aerobios y mico bacterias han mostrado ser útiles para crecer leptospiras, obteniendo aislados 

a partir de 90 día de incubación (Griffith el al. , 2005). 
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2.6 Antígenos estructurales de Leptospira 

2.6.1 Lipopolisacárido (LPS) 

El LPS es el mayor antígeno de superficie del género LeplO;pira el cual le da especificidad 

serológica y es la base de la diversidad antigénica de las serovariedades que componen a este 

género (Bulach el al., 2001). El LPS de Leplospira tiene una organización semejante al de las 

bacterias típicas Gram negativas (Kalambaheti e l al., 1999). El LPS está constituido por tres 

reglOnes: a) una cadena repetitiva de carbohidratos (polisacárido) o antígeno O; b) una región 

lipídica, conocida como Iípido A, que une al LPS con la membrana externa y que es la fracción 

tóxica del LPS (endotoxina) y c) un polisacárido central , que une al antígeno O con el Iípido A 

(Bulach el al., 2001 ; Caroff el al. , 2002). El LPS de Leplospira es la estructura que interacciona 

con receptores del el hospedador y juega un papel importante en la inmunidad y en la clasificación 

serológica. El LPS es una estructura antigénicamente activa, pero a pesar de que es silIÚlar al LPS 

de bacterias Gram negativas, no genera la misma actividad biológica (patogenicidad). Sin embargo 

el LPS genera anticuerpos circulantes, aglutinantes y opsónicos (Kalambaheti e l al. , 1999). 

Cuando se le comparó con el LPS de E. eoli, se observó que el LPS de Leplospira fue alrededor de 

12 veces menos potente (Isogai el al. , 1986, Isogai el al. , 1990). 

Se ha estudiado al LPS en procesos infecciosos agudos y crónicos, encontrando que la capa 

de LPS se encuentra reducida cuando está en los tejidos en fases agudas de la enfermedad, en 

comparación de cuando se encuentra in vilro. Sin embargo, cuando se comparó el LPS de 

Leplospira en infecciones renales crónicas con el LPS de leptospiras cultivadas in vi/ro, éste fue 

indistinguible. Por otro lado, tambien se comparó el LPS de leptospiras en hígado y riñón, donde 

se observó que en hígado (fase aguda) el LPS estaba dislIÚnuido. Esto sugiere que hay una 

regulación de la expresión del LPS dependiente del tipo de tejido del hospedador (Nally e l 

al., 2005). El LPS de Leplospira está compuesto por 54.0% de carbohidratos, 12.0% de Iípidos 

y 5.0% de proteínas (lsogai e l al. , 1986). Con pentosas, hexosas, heptosas, hexosaminas y KDO 
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similares a las bacterias Gram negati vas (Vinh el al. , 1986). En el Cuadro 3 se enlistan los 

componentes más comunes del LPS de Leplospira. 

Este microorganismo se caracteriza porque es incapaz de usar carbohidratos exógenos 

como fuentes de carbono, así que todos los carbohidratos que se incorporan al LPS deben ser 

sinteti zados de novo (Bulach el al. , 2001). Se han realizado modelos de la composición dellípido 

A de LeplOspira y los modelos sugieren que este lípido es similar al de otras bacterias Gram 

negativas con ciertas diferencias. Por ejemplo, el LPS de LeplOspira tiene dos cadenas secundarias 

del grupo acyl (Que-GrelVirth el al., 2004). A pesar de la importancia en inmunología y 

diagnóstico, es relati vamente poco lo que se sabe sobre la organización genética y la composición 

química del LPS de Leplospira (Bulach el al. , 200 1). 

Cuadro 3. Componentes del LPS de L. borgpetersellii y L. illterrogolls 

Lípidos Carbohidratos 
Decanóico Arabinosa* 
Hidroxidecanóico Fucosa 
Laurico Galactosa 
Tridecanóico Galactosarnina 
Tetradecanóico Glucosamina 
Pentadecanóico Manosa 
Hidroxipentadecanóico Rhamnosa* 
Hexadecanóico (plamitico) Ribosa 
Hexadecanóico (palmitoleico) Xilosa* 
Hidroxi palmítico 
Hydoxiheptadecanóico 
Octadecanóico 

(*) = más comunes (lsogai el al., 1986; Faine el al., 1999). 

2.6.2 Locus rfb, genes para la biosíntesis del LPS 

El !ocus que incluye a los genes que codifican para la biosíntesis del LPS es llamado rJb y Su 

tamaño es aproximadamente de 120 kilobases (kb) en la serovariedad Hardjobovis (Adler el al. , 

2005). Este consiste de aproximadamente 117 marcos abiertos de lectura (MAL) que están 

orientados en la misma dirección, haciendo de éste uno de los loei más largos descrito en la 
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literatura (de la Peña el al. , 1999; Adler el al., 2005). En este loeus se han identificado genes que 

codifican para enzimas involucradas en la biosíntesis del LPS, incluyendo síntesis, procesamiento, 

transporte y ensamblaje de carbohidratos estructurales del LPS (Bulach el al. , 2001). La síntesis y 

ensamblaje de las subunidades del antígeno O empieza en la supertície de la cara interna de la 

membrana citoplasmática (citoplasma) y posteriormente es ll evado a la superficie de la bacteria a 

través de la membrana externa por medio de proteínas integrales de transporte, probablemente por 

transportadores del tipo ABC (ATP binding easselle) o transportadores del sistema de secreción 

tipo 1 (SST-I). El transporte se puede dar por dos vías, la polimerasa Wzy o bien una 

glicosiltransferasa, para finalmente UnIrse en la superficie al Iípido A y al núcleo del LPS 

(Kalambahethi el al. , 1999). 

La serovariedad Hardjo contiene los s ubti pos Hardjoprajitno, de la especie L. inlerrogans 

y Hardjobovis de la especie L. borgpelersenii , ambos subtipos son serológicamente indistinguibles 

a pesar de pertenecer a diferentes especies (de la Peña-Moctezuma el al. , 1999). Genéticamente, 

existen diferencias en la organ ización de los loei rjh , en ambos subtipos sus loei son muy similares 

hacia el extremo 3 ' y la orientación y el orden de los MAL es idéntico en las (dtimas 32 

(Hardjoprajitno) o 31 MAL (Hardjobovis). Además, se encontró que las regiones orfJi a OIfJi4, 

también como OIfJ2i a orfJ22, de ambos subtipos de Hardjo, son muy similares. Por otro lado las 

olfJi5 a olfJ20 y olfJ23 a OIfJ3i de Hardjoprajitno son casi idénticas (95% de identidad) con sus 

homólogos en L. interrogans serovariedad Copenhageni pero muestran menor identidad respecto a 

Hardjobovis. Se ha planteado la hipótesis por este motivo, que la serovariedad Copenhageni 

probablemente adquirió las regiones de MAL 1 a 14 y 21 a 22, en forma horizontal a partir de 

Hardjobovis, surgiendo así el subtipo Hardjoprajitno y resul tando en dos subtipos serológicamente 

indistinguibles adaptados al bovino. 

En otras serovariedades, también se han encontrado diferencias en los loei rjb , donde se 

han anali zado, incluyendo Hardjoprajitno de L. interrogans y Hardjobovis de L. borgpelersenii, 

que pertenecen al serogrupo Sejroe y las serovariedades: Autumnalis, Australis, Canicola, 
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Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Lai, Mwogolo, Naam, Pomona, Pyrogenes, Smithi; todas 

pertenecientes a la especieL. imerrogans (de la Peña-Moctezuma el al. , 200 1). La diferencia entre estas 

últimas serovariedades con Hardjoprajitno y Hardjobovis, se encontró río arriba de O/jll en donde 

la presencia de cinco MAL que coditican para una epimerasa (0/132), una glicosiltransferasa 

(O/f33), dos proteínas integrales de membrana (O/f34 y 35) Y una galactosi ltransferasa (O/f37) (las 

serovariedades Australis, Pomona y Autumnalis no posen 0/f37) sustituyen las O/jl a orj9 de 

Hardjoprajitno y Hardjobovis. Estas diferencias sugieren su posible utilidad para dar identidad a 

cada una de las serovariedades con base en sus secuencias en los loci /jb (de la Peña-Moctezuma el 

al. , 2001). Por otro lado, regiones de los loci rjb, como or[l4 y la región intergénica or[l6 a or[17 

se han usado para distinguir a las serovariedades Autumnalis, Ballum, Patoc, Tarassovi por medio 

de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Aparentemente, estas regiones muestran 

secuencias específicas que permiten di stinguirlas entre si (Kalambaheti el al., 2005). 

Para tratar de entender las funciones de cada gen del LPS, se han clonado genes /jb en 

sistemas heterólogos para tener genes de LPS recombinantes y así usar las mutaciones de otros 

microorganismos para complementación genética (Bulach el al .. 2000). Se han usado , 

o/fRIa para comp lementar wbpM de Pseudomonas aeruginosa , 0/fR13 para /fbW de 

V cholerae, O/jHll para wccC de E. coli y O/jH8 para galE de Salmonella entérica serovariedad 

Typhimurium. Pocos resultados se encontraron, ya que O/jHlO no transcribe o porque O/jH 13 no 

fue expresada. Son necesarias las mutan tes isogénicas para la evaluación funcional de los genes, 

las cuales no existen en las serovariedades patógenas del género Leplospira (Bulach el al. , 2000). 

Por otro lado, hay datos que sugieren que la regulación del locus /jb es termo-dependiente, por lo 

menos en la región intergénica O/ji 4 a O/ji 5 en donde se ha encontrado una estructura secundaria 

con características de regulador de la transcripción que fue capaz de regular la expresión de 

resistencia a kanamicina y P- galactosidasa a 30 y 370 C, pero no a 25 ni 420 C, cuando fue 

clonada en E. coli (de la Peña-Moctezuma, 2002; Cari ll a-Casas e l al. , 2005). Finalmente, la 
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estructura del LPS de Leplospira aun espera ser aclarada (Kalambaheti el al. , 1999, de la Peña

Moctezwna el al. , 2001 ; Bulach el al., 2001 ; Kalambaheti el al., 2005). 

2.6.3 Proteínas de membrana externa (PME) 

La cubierta externa del género Leplospira está compuesta por membrana externa y membrana 

interna, más una pared de peptidogl icano, similar a las bacterias Gram negativas sin embargo, 

carece de espacio peripl ásmico (Haake, 2000; Zuerner e l al., 2000; Haake and Matsunaga, 2005). 

Los primeros indicios de que la superficie de Leplospira (Grippotyphosa) tenía cambios 

significativos in vilro, fueron determinados por medio de microscopia electrónica de criofractura. 

Se comparó una cepa virulenta y una atenuada observando que proteínas determinadas (41 y 44 

kDa) se manifestaban tanto en la cepa virulenta como en la atenuada; mientras que otra proteína de 

33 kDa sólo se observó en la cepa atenuada (Haake el al. , 199 1). Por otro lado, se demostró que 

algunas proteínas se expresan en la superficie de Leplospira en condiciones in vilro y otras in vivo 

(Nicholson and Prescott, 1993). 

Dos de las proteínas estudiadas por Haake el al., (1991), designadas como OmpL I y 

LipL41, fueron las primeras proteínas de la membrana externa de Leplospira que se caracterizaron 

(Zuerner el al. , 199 1; Haake el al., 1993). En la serovariedad Pomona de L. inlerrogans se 

empezaron a caracterizar las proteínas de la membrana externa y las proteínas secretadas al medio. 

Se extrajeron 5 proteínas hidrofóbicas (22, 25, 31 , 36 Y 42 kDa), además de una potencial 

hemolisina de 60 kDa que se secreta al medio (Zuerner el al. , 199 1). 

La proteína de mayor abundancia fue la de 31 kDa, una proteína termolábil y antigénica, 

corroborando su peso a 32 kDa en estudios posteriores (Zuerner el al. , 199 1; Haake el al., 2000; 

Zuerner e/ al. , 2000). La proteína Hapl o LipL32 es la más abundante en la membrana externa, ha 

sido detectada in vi/ro e in vivo (túbulos renales de hámstere) (Haake el al. , 2000). Y se ha 

encontrado similitud con otras lipoproteínas de procariotas (Lee el al. , 2000). Esta proteína es 

reconocida por anicuerpos de sueros de pacientes convalecientes y tanto estructural como 
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genéticamente está conservada entre las especies patógenas de Leplospira (Zhang el al. , 2005). En 

varios estudios se ha demostrado que las lípoproteínas (LipL32 y LipL41) son expresadas durante 

un proceso infeccioso, generando anticuerpos de tipo IgG, ésto sugiere que las proteínas pudieran 

jugar un papel importante en la patogenicidad del microorganismo, aunque se desconoce el 

mecanismo de acción (Guerreiro el al. , 200 1). 

La proteína de 33 kOa OmpLI es transmembranal, la secuenciación reveló que la 

predicción de la estructura secundaria posee hojas-p anfipáticas, clásica de proteínas de la 

membrana externa y parecí da a las porinas de bacterias Gram negati vas. Además, se observó que 

está expuesta en la superficie (Haake el al. , 1993; Shang el al. , 1995). Ensayos de hibridación de 

AON demostraron que OmpL 1, se encuentra presente en la mayoria de leptosp iras 

patógenas (1,. interrogans , f. . noguchii , f.. santarosai , f ,. horgpetersenii , f.. weillii ) y no 

en apatógenas (L. bij7exa, L. meyeri, L. wolbachii) (Haake el al. , 1993). Y estructural y 

genéticamente se conserva entre especIes patógenas (Zhang el al. , 2005), La OmpLI se ha 

detectado en riñón de hámster entre 10 y 28 días postínfección (dpi) y junto con el LPS, se detectó 

en fagoci tos intersticiales (Bamet! et al. , 1999), 

La lípoproteína LipL41 está expuesta en la superficie, ensayos de inmunotransferencia 

indican que es altamente conservada entre las especies patógenas y no se ha encontrado en 

especies apatógenas (Shang el al. , 1996), También se ha obsen'ado la expresión de LipL41 en 

riñón de hámster, después de 10 y 28 dpi (Bamett el al., 1999). Ensayos de PCR e 

inmunotransferencía han corroborado que los genes umpLJ y IiplA I están conservados en tre 

especies patógenas (serovariedades Lai y Andamana) de distintas regiones geográficas 

(Natarajaseeni vasan el al. , 2005), 

La LipL45 es otra proteína antigénica y 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 proteína de 31 kOa que se 

deriva a partir del carboxi lo amino terminal de LipL45; Así que, fue denominada P31L;pLA5, que 
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aparentemente es una proteína periplás mica cuya expresión se incrementa cuando los cultivos 

llegan a la fase estacionaria (Matsunaga el al. , 2002). 

Otra lipoproteína que se ha estudiado es LipL36, que se expresa abundantemente al inicio 

de la fase logarítmica en L. kirschneri, sin embargo, la expresión se reduce considerablemente en 

la fase media logarítmica. Esta proteína induce anticuerpos en hámster, pero al ser enfrentada 

contra sueros de pacientes convalecientes de leptospirosis no se detectaron reacciones. Esto sugiere 

que, parte de la expresión de las proteínas está relacionada con el hospedador (Haake el al. , 1998). 

La lipoproteína LipL36 es exportada a la membrana al igual que la proteína LipL41 y el LPS, sin 

embargo, al reali zar estudios de expresión por medio de inmunohistoquímica en tejido renal de 

hámster, se detectaron OmpLI y LipL41 , sin detectar LipL36, sugiriendo que LipL36 no es 

expresada in vivo (Bamett el al. , 1999). En el 2000, se reportó que una proteína del mismo peso 

(36 kDa), se asocia con la unión a la fibronectina, sugiriendo un papel potencial como adhesina 

Esta proteína de 36 kDa, fij adora de fibronectina, está en especies virulentas pero no en avirulentas 

(Meri en el al. , 2000). 

La segunda lipoproteína más abundante en la superficie de la membrana externa de 

L. interrogans serovariedad Lai es LipL21. Por ensayos de hibridaci ón tipo SOUlhern con el gen 

que codifica para esta proteína como sonda, se encontró que el gen se encuentra en las especies 

patógenas y está ausente en las apatógenas. Además, la secuenciación de los genes muestra que 

hay del 96 al 100% de identidad (Cullen el al. , 2003). Es una proteína que está conservada 

genéticamente entre especies patógenas y no reacciona con anticuerpos de pacientes 

convalecientes (Zhang el al. , 2005). 

Por otro lado, se ha reportado que la regulación de la expresión de algunas proteínas está 

dada por la temperatura, ensayos in vi/ro a 30 y 3T C revelaron que hay diferencias en la 

expresión de proteínas en las dos membranas de la bacteria (Nally el al. , 2001) A diferencia de 

LipL36 que no se expresa a 370 e o LipL4l que se expresa a cualquier temperatura, una proteina 

de 20 kDa que se sitúa en el periplasma reduce o apaga su expresión a 370 C. Una proteína de 25 
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kDa y otra de 66 kDa aumentan su expresión a mayor temperatura, sin embargo, la primera es de 

membrana externa y la segunda es de periplasma. 

Recientemente, se ha reportado que la proteína OmpL52 tiene la característica de 

incrementar su expresión en la fase estacionaria en L. santarosai serovariedad Shermani; 

ésta es otra proteína identificada en leptospiras patógenas y ausente en apatógenas y es probable 

que su función sea similar a OmpA de E eoli, K. pneumoniae y P. multoeida (Hsieh el al. , 

2005). 

Hay proteínas que se han sugerido como candidatos para el desarrollo de vacunas o 

métodos diagnóst icos, por su capacidad de producción de anticuerpos, sin embargo, no se ha 

aclarado todavía su ubicación en la superficie de Leplospira, como el reciente reporte de P-50, la 

cual es reconocida fuertemente por anticuerpos de tipo IgM de humanos y muestra ser un antígeno 

altamente específico de Leplospira (Poi Sea and Bharadwaj , 2005). CuIlen el al. , (2002) reportaron 

8 nuevas lipoproteínas en Leplospira interrogans serovariedad Lai (pLI8, pL22, pL24, pL45, 

pL47/49, pL50 Y pL55). Ensayos de electroforesis de doble dimensión, mostraron diferencias en la 

expresión al incubar a la sera variedad Lai bajo diferentes condiciones (incubación a 20, 30, 3r C; 

presencia o ausencia de suero y Fe+ en el medio de cultivo) . 

Una de las proteínas cuya expresión fue constante bajo las distintas condiciones fue pLI 8. 

Con base en estos estudios, la secuencia parcial de aminoácidos del extremo amino terminal de 

pL 18, fue comparada con secuencias codificadas en el genoma de la serovariedad Hardjobovis y el 

análisis reveló una similitud del 46.0 a 66.0% con GspG de otras bacterias, una proteína del 

sistema de secreción tipo 11 (SST-ll). El SST-ll es el principal mecanismo de secreción protéica 

en bacterias Gram negativas y ha sido descrito en bacterias como L. pneumophila, 

Pseudomonas , Burkholderia y E. eoli (Sandkvist, 2001 ' ). El supues to loeus del SST-ll de 

L. borgperersenii serovariedad Hardjo (Hardjobovis) fue analizado y se encontraron 13 MAL en la 

misma dirección (de la Peña-Moctezuma el al , 2002). Cuatro MAL rio arriba de la supuesta gspG 

se encontró un gen que codifica para un homólogo de GspD, la supuesta secretina del SST-II, la 
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cual se encuentra situada sobre la membrana externa de las bacterias Grarn negati vas que la 

poseen. Estas proteínas están conservadas en otr as se ro variedades y son antigénicas en 

e l subtipo Hardjobovis de L. borgpelersenii (de la Peña-Moctezuma el al. , 2002; Rodríguez

Reyes el al. , 2005) 

Se ha reportado otro grupo de proteínas, semejantes a las de la superfamilia de las 

inmunoglobulinas bacterianas (Big-bacterial immunoglobulin), en la superficie de leptospiras 

patógenas. La secuencia de ligA, By C en L. inrerrogans y L. kirschneri, revelaron que ligC es un 

pseudogen que contiene mutaciones que rompen el MAL, estos genes están presentes en 

leptospiras patógenas y ausentes en apatógenas (Matsunaga el al. , 2003). Ensayos de 

inmunohistoquímica, revelaron que LigA se expresa in vivo en riñones de hámsteres, en 

comparación con culti vos in vi/ro donde no se ha detectado por inmunotransferencia, lo que 

sugiere que LigA sólo se expresa in vivo (Palanippan el al. , 2002). Además, se ha relacionado la 

expresión de LigA y LigB, con la osmolaridad (NaCl , KCl y Na2S04) y con el número de pasajes 

de un cultivo in vilro (Matsunaga el al. , 2005). 

Hay otro reporte sobre lma proteína con dominios en la región carboxilo terminal, similares 

a OmpA (Loa22), que igualmente sólo se encuentra en serovariedades patógenas (Koizumi and 

Watanabe, 2003). Las PME se pueden recuperar a partir de la purificación de vesícul as de la 

membrana ex terna. Aparentemente, estos métodos facilitan la definición de la masa molecular, 

util izando electroforesis de doble dimensión y espectrofotometría de masas (Nally el al. , 2005). 

También, se han identificado otras nuevas proteínas a partir de vesículas, una de la membrana 

citoplasmática, otra proteína transmembranal de la membrana interna y otra de la membrana 

externa, LipL31 , lmpL63 y LipL48 respectivamente (Haake and Matsunaga, 2002). 

El estudio de la superficie de Leplospira (surfaceorna y glicoproteorna), por técnicas corno 

geles de doble dimensión y espectrofotometría de masas por MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser 

Desorption/lonization Tirne-of-Flight), ayudan a encontrar otras proteinas no identificadas corno la 

proteína transmernbranal Q8F8QO o las proteínas de 20 kDa y 55 kDa de la superficie. Se ha 
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anali zado el genoma de Leplospira y se han encontrado genes de glicolización, el glicoproteoma 

de Leplospira reveló la presencia de varias proteínas glicosi ladas, que anteriormente se 

consideraban presentes sólo en células eucariotas y están relacionadas, con colonización, 

adherencia e invasión. Una de las ventajas en los estudios del surtaceoma y gli coproteoma, es la 

utili zación de cantidades menores del 07 células, para el análisis de la superficie y su expresión 

durante la infección. Sin embargo, hay que reali zar estudios bajo di stintas condiciones, como 

presencia de suero, orina y temperatura. Los análisis de la superficie de Leplospira son otros 

métodos que ay udarán a encontrar candidatos potenciales, para el desarrollo de vacunas y técnicas 

diagnósticas (Cull en el al. , 2005'; Cullen el al., 2005b
) . 

Se ha estudiado la evolución molecular de ARN y PME en 38 serovariedades de leptospiras 

patógenas de las especies L. inlerrogans , L. kirschneri , L. wolbachii, L. borgp elersenii , 

L. santarosai y L. weillii. Se analizaron los genes que codifican para: 16S ARNr, LipL32, LipL41 

Y OmpLI. Se observó que los genes rrs (16S ARNr) y lipL32 son los más conservados; los IipL41 

y nmpl. / son más variables y el primero rrs es el más consen'ado. Los árboles filogenéticos 

desarrollados con base en los genes rrs, IipL32 y IiplA I fueron relativamente estables entre sí 

(Haake el al. , 2004). El ompLl tiene una composición de mosaico y está presente en 20.0% (8/38) 

de las serovariedades estudiadas de Leplospira (Hardjo, Lai, Bataviae, Mini, Canicola, Kremastos, 

Nicaragua y Galtoni). Los resultados de los análi sis para establecer una relación filogenétíca entre 

serovariedades, con base en OmpLl , revelaron que dos segmentos que codifican para estructuras 

proteicas expuestas en la superficie de la proteína se adquirieron, probablemente, por una 

migración aléli ca horizontal de un ancestro desconocido (Haake el al., 2004; Haake and 

Matsunaga, 2005) 

Finalmente, se ha mencionado que la mejor manera de aproximarse a la caracterización del 

proteoma de Lepto;pira, es obteniendo aislamientos de Lepfospira durante la fase aguda o letal de 

la infección (Nally el al. , 2005). 
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2.7 Mecanismos de patogenicidad y virulencia 

Los mecanismos por los cuales el género LeplOspira causa enfermedad, no están bien entendidos. 

Hay 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 

establecimíento y desarrollo de la enfermedad (Adler and de la Peña-Moctezuma, 2004), el papel 

que desarrollan el LPS y las PME se ha descrito en párrafos anteriores. 

Se ha in vestigado el efecto que tienen las leptospiras sobre procesos biológicos de defensa, 

donde se sabe que los leucocitos polimorFonucleares (PMN) no son eficientes para Fagocitar 

leptospiras patógenas, donde hay adhesión pero no ingestión (Wang el al. , 1984'). La defensa por 

monocitos y macróFagos, por medio de opsonización, debe estar mediada por anticuerpos 

específicos para la destrucción de leptospiras patógenas (Wang el al. , 1 984b
) . Células de la 

microgli a, son consideradas como la línea de deFensa celular en sistema nervioso ante cualquier 

patógeno, se ha observado que estas células tienen una escasa actividad fagocítica aunque existe 

adherencia, se cree que estimula la secreción de mediadores proinflamatorios (Cinco el al .. 2005). 

Con relación a otras moléculas de la superficie de Leplospira, se ha reportado que el 

peptidoglicano induce a la adherencia de PMN a células del endotelio (Dobrina el al.. 1995), 

además genera apoptosis en macrófagos (Mérien el al. , 1997). Por otro lado, las glicoproteínas 

(GLP) tienen capacidad de inducir activación de monoci tos en sangre periférica (Diament el al. , 

2002). 

Se reali zaron varios trabajos sobre los efectos hemolíticos que producen las leptospiras 

patógenas. En L. imerrogans serovariedad Hardjo (Hardjoprajitno) se seleccionaron genes 

codifican tes de esfingomíelinasas, los cuales se clonaron y expresaron en sistemas heterólogos 

para comprobar hemólisis; la estíngomíelina es uno de los mayores componentes (>50%) de la 

membrana de los eritrocitos en bovinos (del Real el al. , 1989). En estudios posteriores se 

encontraron que esta hemoli sina (esfingomíelinasa C) es termoestable, pesa 63.2 kDa y tiene un 

alto grado se similitud con la p-toxina producida por Slaphylococcus aureus, además de otras 
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producidas por B. cereus (Segers el al. , 1990) Se han descri lO otras hemolisinas en L. inlerrogans, 

como SphH que posee actividad cilolóxica y ésla tiene la capacidad de formar poros en células de 

mamíferos y no actúa como la esfingomielinasa C ni como fosfolipasa. La actividad cilotóxica y 

hemolítica de esta enzima puede ser neutralizada por sueros hiperinmunes (Lee el al. , 2002). 

Recientemente, con el acceso a los genomas de serovariedad Lai de L. inlerrogans (Zhang 

e l al. , 2005), se reali zó un análisis in silico de todos los genes pOlenciales que codifican para 

hemolisinas, con la finalidad de clonarlos y expresarlos en sistemas helerólogos. Se encontraron 

ocho candidatos divididos en esfingomielinasas y no esfingomielinasas. El gen hlyX se ha 

relacionado con LipL32 y su efecto hemolítico en L. inlerrogans serovariedad Copenhageni (Hauk 

e l al., 2005). 

Dentro de la interacción del microorganismo con el hospedador, se ha descrito que, las 

GLP de L. inlerrogans, compuestas por ácido oleico y palmitoleico, tienen efecto sobre la 

inhibición de enzimas y disminuyen el transporte de iones fundamentales para los mamíferos (Na+, 

K+ y ATPasa). Además , se ha demostrado que las GLP son tóxicas para cultivos de fibrobl astos, 

esto sugiere que la liberación de estos ácidos grasos juegan un papel fundamental en la 

colonización de tejidos (Burth el al. , 1997). Se ha sugerido que la fagocitosis requiere receptores, 

porque en ensayos de infección en células Yero, muestran que la endocitosis puede ser inhibida 

por la monodansicadaverina (Merien el al. , 1997). 

Se utilizaron páneles con extraclos de sustancias extracelulares o intercelulares (colágeno, 

fibronectina y laminina) con la finalidad de determinar adherencia a componentes estructurales 

celulares; se determinó que las leptospiras patógenas muestran mayor adherencia a la fibronectina 

y en menor grado al colágeno y laminina (Patarakul el al. , 2005) La quimiotaxis y la motilidad 

son [aclores de virulencia importantes en leplospiras palógenas y son Wl faclor importanle en la 

adherencia a las células y tejidos. En relación con la quimiotaxis, se encontraron genes como cheW 

y che Y que están asociados a este fenómeno (Charon and Goldstem, 2002; Li el al. , 2005). 
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La supervi vencía del microorganismo es un factor importante como mecanismo de 

transmisión e infección. Se han reali zado ensayos de viabilidad en di stintas condiciones de agua, 

donde se utilizó simplemente agua destilada y agua destilada más agar (0.5%), se apreció que la 

viabilidad de LeplOspira fue mayor en el medio con agar (347 días), en comparación al agua 

desti lada (ll O días) (Trueba el al. , 2004). Estos datos muestran que, las leptospiras tienen un 

efecto de agregación en medios viscosos, efecto que también se ha observado en vida libre. El 

efecto de agregación celular le resulta protector contra antibióticos (tetraciclinas-penicilinas) y no 

parece afectarle la carencia de nutrimentos, a este fenómeno se ha relacionado la lipoproteína 

LipL31 (Trueba el al. , 2004). Por otro lado, se observó mayor viabi lidad (98 días) en medios libres 

de sales (solución tamponada), en comparación con medios adicionados con sales (21 días). 

Además, al comparar extractos de membrana extema de las leptospi ras culti vadas en agua con las 

cultivadas en medio EMJH, se apreció una proteína de 54 kDa identificada como GroEL, lo cual 

resulta interesante porque a esta proteína se le ha identificado y considerado parte del citosol 

(Trueba el al. , 2004). Las in vestigaciones sobre la viabilidad de replO-I"pira resultan ser 

interesantes, ya que se sabe poco de la capacidad de adaptación a la carencia de nutrientes, baja 

osmolaridad y presencia de otros microorgani smos. Para este caso, se han reali zado ensayos de 

viabilidad in Vill'O, donde se culti vó L. interrogans serovariedad Canicola en medio EMJH y 

posteriormente se recuperaron los microorgani smos y se sembraron en agua destilada, solución 

salina fosfatada yagua de lluvia (estéri les, pH 7.2). Los resultados revelaron que Leplospira, tiene 

gran capacidad de adaptación a medios carentes de nutrientes y baja osmolaridad, debido a la 

viabi lidad y crecimiento exitoso observado al ser culti vada en agua destilada y agua de lluvia 

(Trueba el al. , 2002). 

Además, en Leplospira interrogans sero variedad Lai, hay evidencia de la presencia del 

loeus ehp (ehpK y ehp!), también llamado loeus vapBC, genes codificantes para un sistema de 

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

macromoléculas (Picardeau el al., 200 1; Zhang el al. , 2004) 

2.8 Inmunidad 

La inmunidad contra la leptospirosis se establece en etapas tempranas de la infección o 

reinfección. Los linfocitos B constituyen la primera respuesta y producen anticuerpos específicos 

contra la serovariedad expuesta, éstos son anticuerpos de tipo IgM y en menor cantidad IgG y 

básicamente están dirigidos contra el LPS de Leplospira (Isogai el al. , 1990; Jost el al., 1998 ; 

Faine el al., 1999). 

La inmunización en humanos es difícil, porque la mayoría de las bacterinas actualmente en 

uso produce, por un lado, reacciones adversas graves debido a que los biológicos se obtienen de 

medios ricos en proteínas de origen animal (albúmina sérica bovina y suero de conejo) y por otro 

lado, a la dificultad en desarrollar medios adecuados sin proteína animal para el cultivo de 

Leplo;pira (Faine el al., 1999). Otra de las desventajas es que, la vacunación no evita la infección 

por otras serovariedades, lo cual significa desarrollar vacunas polivalentes (Cabezas el al. , 2005). 

Sin embargo, en algunos paises como China, Cuba y Rusia se ha reportado la vacunación en 

humanos sin reacciones adversas con una protección adecuada (Achay Szyfres, 2001 ; Bharti el al., 

2003; Koizumi and Watanabe, 2005). 

Por otro lado, los biológicos aplicados a animales han sido usados ampliamente a pesar de 

algunas desventajas, como la baja actividad biológica para desarroll ar una inmunidad adecuada 

(Faine er al., 1999). Estudios en perros han demostrado que éstos se infectan y tienen signos 

clínicos, a pesar de ser vacunados (Gavaldón-Rosas el al. , 2005). Por lo tanto, la implementación 

de un programa de vacunación en perros sólo disminuyen la prevalencia y en algunos casos 

reducen la gravedad de los signos clínicos (Luna-Álvarez el al. , 2004). En animales de producción, 

como ganado porcino, las estrategias de vacunación deben basarse en datos seroepidemiológicos 
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de la región (Moles-Cervantes, 2004). Para ganado bovino, generalmente las vacunas no son 

efectivas para la prevención de la enfermedad (Ell is, 2004). 

La investigación en el desarrollo de inmunógenos sigue enfocándose en estandarizar la 

extracción de antígenos; buscar nuevos candidatos como antígenos (proteínas); estandarizar la 

masa y dosis antigénica; estandarizar tipos y concentraciones de adyuvantes utili zados en las 

vacunas (Bidhendi el al., 2005; Femández el al., 2005; Gavaldón-Rosas el al., 2005; KJaasen el 

al. , 2005). 

La simi litud y conservación de proteínas superficiales entre las serovariedades patógenas de 

LeplOspira, es una posibilidad para el desarrollo de antígenos que confieran inmunidad cruzada. Se 

evaluó la capacidad inmunoprotectora de OmpLl y LipL41 en hámster sirio dorado, como modelo 

de estudio. Usando estrategias de expresión en sistemas heterólogos (E. coli), los hámsteres fueron 

inmunizados con fracciones de la membrana de E. coli que tenían las proteínas recombinantes de 

LeplOspira. Al ser desafiados con una cepa virulenta de bajo pasaje (L. kirschneri, 

serovariedad Grippotyphosa), se observó un 71 .0% de protección después del desafio, además no 

se apreció evidencia de infección por medio de serología, histología y aislamiento. Los estudios 

revelaron que la combinación de estas proteínas, usadas como antígenos, ofrecieron sinergismo y 

resultaron ser una alternativa para generar protección inmunológica cruzada (Haake el al. , 1999). 

Con la finalidad de utili zar proteínas recombinantes se han diseñado vectores con ADN de 

adenovirus para la expresión de una hemolisina (31 kDa Hapl), OmpLI , o ambas. Al desafiar 

jerbos con L. il1lerrogans serovariedad Canicola, se observó que la mayor protección fue obtenida 

con adenovirus-Hap l y la combinación adenovirus-Hap l + adenovirus-OmpLl, produciendo una 

protección del 87.0% (26/30) Y del 75.8% (22/29), respectivamente (Branger el al. , 2001). 

Actualmente, se exploran otras estrategias de protección contra la leptospirosis, diferentes al uso 

PME. 

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

flagelar FlaB, que muestran reactividad cruzada contra 15 serovariedades de L. inlerrogans 
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y no contra apatógenas, lo cual sugiere que estos anticuerpos pueden ser protectores ante la 

infección (Artornturasook el al. , 2005). 

Ensayos reali zados en células Yero, han demostrado que el uso de anticuerpos 

monoclonales dirigidos contra una proteína de 36 kDa, ofrecen reacti vidad cruzada con 

propiedades neutralizantes, contra las serovariedades Auturnnalis, Bataviae y Pyrogenes (Gaudart 

e l al., 2005). 

Estudios comparativos han demostrado que la inmunidad humoral no es suficiente ya que, 

es necesaria la respuesta inmune celular para prevenir infección contra serovariedades de 

Leplospira (Hardjo) en ganado lechero (Brown e l al. , 2003). En contraste, una bacterina 

monovalente conteniendo una cepa de L. borgpertersenii serovariedad Hardjo (Hardjobovis) 

indujo protección del 100% (8/8) contra la infección al desafiar con una cepa virulenta de Hardjo 

(Bolin and Alt, 2001). Estudios de vacunación y desafio posteriores, mostraron que la inmunidad 

esta relacionada con la respuesta inmune celular (Linfocitos T) (Naiman e l al., 2002). Aunque la 

inmunidad humoral es considerada como la protección dominante en las infecciones por 

leptospiras, es importante investigar sobre la inmunidad celular para el desarrollo de vaClUlas o 

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

2.9 Leptospirosis 

2.9.1 Manifestaciones clínicas 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) define a la leptospirosis como una enfermedad 

infecciosa y contagiosa multi-sistémica de mamíferos domésticos y si lvestres; principalmente 

bovinos, perros y cerdos, que cursa principalmente con signos asociados a daño de tipo 

reproducti vo, hepático y renal , causados por serovariedades patógenas de Leplospira. La 

leptospirosis puede afectar a los humanos, que han tenido contacto con la orina o los tejidos de 

animales infectados o con líquidos 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, conjunti vitis y/o meningitis (World Health Organization, 2003). 

El cuadro de leptospirosis en humanos se caracteriza por presentar: afección respiratoria 

con o sin hemopti sis, anemia hemolítica, anuria, azotemia, cefalalgia, confusión y depresión 

psicológica, constipación, desequilibrio electrolítico, diarrea, escalofríos, exantema en paladar, 

fiebre, hemorragias del tracto gastrointestinal , hemorragias en piel y mucosas, hepatomegali a, 

ictericia, insuficiencia hepatorrenal , meningiti s, mialgia, miocarditis, náuseas, oliguria, proteinuria, 

sufusión de las conjuntivas y vómi to (Acha y Szy fres, 200 1; Chin, 2001). Los signos son tan 

variados que se confunde frecuentemente con otras enfermedades, por ejemplo Dengue 

hemorrágico en países tropicales (Chin, 2001; Granito el al., 2004). 

En animales los cuadros clínicos de la enfermedad también son variados (Faine el al., 

1999). En ganado bovino puede estar presente sin signos clínicos o puede haber abortos, anorexia, 

baja de la producción láctea, conjuntivitis, diarrea, fiebre, hemoglobinuri a, ictericia e inferti lidad 

(Quinn el al , 1994; Acha y Szyfres, 2001). Hay datos que sugieren que focos macroscópi cos de 

nefriti s intersticial crónica (manchas blancas en riñones) podrían ser causados por leptospirosis 

(Uzala el al. 2002). En ganado porcino se pueden observar fal la reproductiva caracterizada por 

abortos, inferti lidad, anorexia, convulsiones o signos nerviosos, fiebre, hemoglobinuria, ictericia, 

infertilidad, lechones nacidos débiles, mastiti s, meningiti s y trastornos gastrointestinales, o 

simplemente estar en forma subcl ínica (Faine el al., 1999; Acha y Szyfres, 2001; Moles-Cervantes, 

2004). En perros se reconocen tres síndromes asociados a leptospirosis: agudo hemorrágico, 

urémico (enfermedad de Stuttgart) y crónico ictérico (Quinn el al., 1994; Luna-Á1varez el al., 

2004). La leptospirosis puede cursar con fiebre, hemorragias en mucosas (cuadro hemorrágico 

agudo) y al tracto gastrointestinal , ictericia, núalgia, postración, rigidez, uremia, estomatit is, 

faringitis ulcerativa y vómito (Faine el al., 1999; Acha y Szyfres , 2001 ; Luna-Álvarez el al. , 2004). 

En equinos pueden apreciarse abortos ocasionales, uveítis recurrente ó problemas oftálmicos; rara 

vez anorexia, depresión, fiebre e ictericia (Quinn el al , 1994; López-Pérez el al. , 1998; Acha y 
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Szyfres, 2001). En ganado caprino y ovino suele estar en forma subclinica y ocasionalmente 

pueden presentarse abortos, anemi a, depresión, disnea, hemoglobinuria, ictericia y mortalidad de 

corderos (Quinn el al. , 1994; Faíne el al. , 1999; Acha y Szyfres , 2001). Los roedores y muchos 

animales de vida silvestre, están adaptados a las leptospiras y no manitiestan signos o les iones. 

2.9.2 E pidemiología 

En la triada epidemi ológica (Figura 1) la humedad es un facto r fundamental . Para que la 

infecc ión ocurra se requiere del contacto con cualqui er medio líquido contaminado con leptospiras 

patógenas, como agua u orina (Faine el al., 1999; Acha y Szyfres, 2001). Existen reportes de 

infecc iones por Leplospira en personas que practican deportes extremos o por nadar en albercas, 

ríos o lagos contaminados (Leven, 200 1; Haake el al., 2002). 

Ambiente húmedo 
contaminado con leptospiras 

patógenas 

Animales que 
excretan leptospiras al 

medio 

/~ .--------------
~ Animales y humanos 

susceptibles 

Figura 1. Triada epidemiológica de la 
leptospi rosis, 

Las personas que se consideran en riesgo potencial son aq uell as que están expuestas a la 

orina de animales infectados excretores y aquell as que viven en ambientes bajo condiciones de alta 

humedad y alto índice de ani males enfermos, portadores asintomáticos o reservorios (Bharti el al. , 

2003; Heuer el al. , 2005). Como reservorios, se entiende aquellos animales que alojan 

serovariedades patógenas de Leplo;pira pero sin manifestaciones clínicas, como es el caso de los 

roedores (Acha y SZ)' fres, 2001 ; Leven, 2001). 
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2.9.3 Control y tratamiento 

Para evitar la leptospirosis, la prevención como medida temprana de control se enfoca a controlar 

principalmente roedores que contaminen el hábitat de los humanos y animales, además de otros 

animales excretores o portadores de LeplOspira y animales de vida silvestre, lo cual resulta 

prácticamente imposible (Acha y Szy fres, 2001 ; Koizumi e l al. , 2005; Meeyam el al., 2005). 

La quimioterapia contra la leptospirosis es muy simi lar en todas las especies animales, el 

microorganismo es sensible a los ji lactámicos, tetracic1inas y aminoglucósidos. Así , el tratamiento 

con uno o dos distintos antibióticos simultáneamente es posible, como: amoxicilina, 

dehidroestreptomicina, doxiciclina, estreptomicina, oxitetracic1inas, penicilina G y tetracic1inas 

(Faine el al. , 1999; Achay Szyfres, 2001). En humanos se recomienda amoxicilina, ampicilinay/o 

doxicic1ina (Chin, 2001 ; Ni wattayakul el al., 2005). 

2.9.4 Diagnóstico de laboratorio 

El diagnóstico de la leptospirosis, tanto en el hombre como en animales es dificil y complejo. Por 

un lado, las manifestaciones clinicas son muy variadas; así que, la enfermedad es confundida con 

muchas otras entidades tanto infecciosas como hepatitis, dengue, fiebre amarilla, brucelosis y otras 

septicemias; trastornos inmunológicos como lupus eritematoso, fiebre reumática, uveíti s 

autoinmune (Levett, 2001 , Bajani el al., 2003; Ellis el al., 2005; Hartskeerl el al. , 2005). Por otro 

lado, aun en la sospecha de leptospirosis, la confirmación de laboratorio se ve en dificultades 

debido a que Leplo~pira es un organismo muy frági l y de muy lento desarrollo en condiciones de 

laboratorio. Por este motivo, métodos diagnósticos como detección de anticuerpos, microscopia 

directa en campo oscuro, con tinciones o detección mediante inmunohistoquímica o hibridación de 

ADN; o detección de ácidos nuc1éicos del microorganismo usando PCR, son utilizados para 

confirmar un diagnóstico (Myers el al. , 1985; Quinn el al., 1994; Bajani el al., 2003 ; Levett, 

2005) 
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El diagnóstico 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 

diagnóstico de la leptospirosis en animales y en humanos es la aglutinación microscópica (AM) 

(Bharti el al., 2003 ; World Heallh Organi zation, 2003). Esta prueba inmunológica cons iste en 

enfrentar diluciones de suero de pacientes con sospecha de leptospirosis contra diferentes cepas de 

leptospiras viables y observar el grado de aglutinación en las diferentes diluciones bajo el 

microscopio de campo oscuro (CO). Esta prueba ofrece la ventaja de ser cuantitati va y cualitativa 

(Cole el al., 1973; Myers, 1985; Cumberland el al. , 1999). Hay métodos de diagnósti co 

al ternativos (PCR, PCR en tiempo real y pruebas serológicas con proteínas y LPS) que se han 

sugerido como candidatos para diagnóstico de leptospirosis, sin embargo no han sido validadas 

apropiadamente (Hartskeerl, 2005; Levett, 2005). 

2.10 Genoma de LeplQspira 

El género Leplospira tiene dos cromosomas circulares (C l y CH) y no se ha reportado aun que 

estas bacterias tengan plásmidos. El porcentaje de Guanina - Ci tosina (G-C) varia según la 

especie, en términos generales podemos decir que las leptospiras patógenas tienen 38.3% de G-C, 

las especies aun no asignadas tienen un porcentaje de 40.0% y las especies saprófitas tienen 35.0% 

de G-C. Comparado con otros géneros de la Familia Spirochaelaceae, como Borrelia cuyo 

porcentaje G-C es mayor (46.0%) al igual que LeplOnema (54.0%) o bien enterobacterias como 

E. coli (48-52.0%), podemos decir que LeplOspira tiene un porcentaje G-C relati vamente bajo 

(Faine er al., 1999; Adler and de la Peña-Moctezuma, 2004; Madigan el al. , 2004). En el Cuadro 4 

se enlistan las especies del género Leplospira y su porcentaje individual de G-C. 

A la fecha, se han publicado las secuencias completas de dos genomas del género 

Leplo;pira, uno de la serovariedad Lai y otro de la serovari edad Copenhageni , ambos de la 

especie L. interrogans (Ren el al. , 2003; Nascimento el al. , 2004). En Lai el tamaño del 
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cromosoma l (el) es de 4,332,24 1 pb Y el tamaño del cromosoma [] (eIl) es de 358,943 pb, sumado 

en conjunto los dos cromosomas, el genoma completo es de 4,69 1,184 pb. El tamaño de los 

cromosomas de eopenhageni es de 4,277,185 pb para e l y para e ll es de 350, 185 pb, el tamaño 

del genoma completo es de 4,627,366 pb. 

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

Especies patógenas Porcentaje de G-C 
L. alexanderi 38.0 
L. borgpelersenii 39-39.8 
L. interrogans 34.9 
L. kirschneri ND 
L. noguchii 36.5 
L. santarosai 40.5 
L. weillii 40.5 
Geno-especies sin nombre 
Geno-especie 1 39.8 
Geno-especie 3 43.4 
Geno-especie 4 38.9 
Geno-especie 5 37.9 
Especies pato2enicidad incierta 
L.jainei ND 
L. inadai 42.6 
Especies saprófitas 
L. biflexa 33.5 
L. meyeri 35.2 
L. wolbachii 37.2 

ND= Porcentaje no detenninado (Faine el al., 1999; Adler and de la 
Peña-Moctezuma, 2004) 

El genoma de la serovariedad Lai es 63 ,818 pb más grande que el de eopenhageni . El 

porcentaje de G-e es de 35. 1 % para e l y de 35.0% para e n en eopenhageni; ligeramente menor 

que el de Lai , que es de % ,0% para Cl y de % ,1% para e H, lo que representa 1,0% mayor que en 

eopenhageni . El número de genes entre las dos serovariedades varia, por ejemplo, el número de 

genes que codifican para proteínas con función asignada es de 1,972 genes ( 1,811 en e l y 161 en 

e H) en eopenhageni y para Lai es de 2,060 genes (1,901 en e l y 159 en e H), una diferencia de 88 

genes más en Lai . Genes conservados o hipotéticos, eopenhageni tiene 1, 746 genes ( 1,643 en e l 

y 11 3 en e ll) y en Lai tiene 2,667 genes (2,459 en e l y 208 en e ll ), una diFerencia 92 1 genes más 
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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 CL Todos los genes de ARN ribosomal (dos genes de 23S y 

l 6S; uno de 5S) se encuentran en el Cl, sin embargo Lai tiene un gen menos de ARNr 23S. En 

cuanto a secuencias de inserción (SI), Copenhageni tiene 26 en CI y ninguna en ClI, Lai tiene 48 

en CI y además hay 9 en cn, 31 IS más en Lai que en Copenhageni. Entre las dos serovariedades 

hay diferencias únicas, hay genes (específicos o copias extras) que son 2: a 180 pb, los cuales son 

únicos en una u otra serovariedad, varios de estos genes se locali zan en una región de 54 kb en 

serovariedad Lai, región que no se encuentra en Copenhageni . 

Por la predicción de genes y su probable función en la patogénesis de la bacteria, se 

describen los siguientes que están en ambas serovariedades: Hay 23 genes asociados a la 

biosíntesis del LPS y 79 genes asociados a quimiotaxis y motilidad. 

Dentro de los genes relacionados con proteínas de adhesión y/o proteínas de superficie hay 

seis proteínas adhesinas fimbriales , de las cuales tres (ligA, ligB Y ligC) son proteínas con dominio 

parecido a las inmunoglobulinas bacterianas y tres genes (L1C 12259, L1C 1 0021 Y LTC 131 O 1) que 

codifican para proteínas con dominios FG-GAP (fenilalanina-glicina y glicina-alanina-prolina) 

similares a las proteínas integrinas a., relacionadas con la unión a moléculas (matriz extra celular y 

migración de linfocitos). Se identificaron nueve genes relacionados con proteínas similares a 

hemoaglutininas, 184 lipoproteínas y 33 proteínas relaciondas con polisacárido capsular o 

exopolisacáridos. Respecto a los genes relacionados con proteínas con función de degradación de 

la membrana celular de hospederos, hay cinco homoli sinas del tipo de las esfingomielinasas; una 

fosfolipasa D ortóloga y una hemolisina formadora de poros (lyLABe ). Dentro de las proteasas hay 

una colagenasa, una metaloproteasa y una termolisina. Además tiene 12 genes que codifican para 

una proteína similar a ankyrina (proteína asociada al citoesqueleto de eritrocitos) y ocho genes 

asociados a resistencia del estrés oxidativo (Ren el al. , 2003; Nascimento el al. , 2004'; Nascimento 

el al., 2004b
) . 
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2.11 Bacteriófagos y herramientas moleculares 

El potencial de las herramientas moleculares para el análisis de la genética de LeplOspira comienza 

con el aislamiento del primer bacteriófago o leptofago (el único hasta la fecha), por 1. Saint Girons 

y colaboradores en 1990 (Saint Girons el al. , 1990), quienes reportaron tres bacteriófagos en 

LeplOspira biflexa, aislados a partir de aguas residuales en Paris, Francia. 

Los fagos no infectan cepas de especies patógenas de Leplospira y su rango sólo se limi ta a 

infectar la serovariedad Patoc de L. biflexa. Estos fagos infectan a esta serovariedad produciendo 

un ciclo lítico, pero no en tran en un estado li sogénico. Por medio de microscopía electrónica, se 

observó que estos fagos tienen cabezas poliédricas y una cola contráctil. El genoma de estos fagos 

es sensible a enzimas de restricción y consiste en una doble cadena de ADN. Allineari lzar el ADN 

de estos bacteriófagos, por electroforesis de campos pulsados, se observó que su genoma mide 60 

kb para el fago denominado LE I Y 50 kb para los fagos denominados LE3 y LE4. La secuencia del 

genoma del leptofago, que tiene un tamaño de 74 kb Y esta constituido por 79 MAL, con un 

porcentaje G-C de 36%, similar al genoma de Leplospira (Bourhy el al.. 2005). 

Diez años más tarde del hallazgo del leptofago, se reportó la construcción de un vector de 

transición ("Shwlle" ) para L. biflexa y E. coli (Saint Girons el al.. 2000). Este vector se construyó 

con el promotor deri vado del fago LE 1, se tomaron fragmentos al azar del ADN de este fago y 

fueron clonados aden tro del plásmido pGEM' , que originalmente contenía el gene bla (p

lactamasa) y fue remplazado por un marcador de resi s tencia a kanamicina proveniente de 

Enlerococcus faecalís (Saint Girons el al. , 2000). De esta manera, se di señaron dos vectores de 

transición pGKLep I y pGKLep4. Esta construcción fue trasformada en L. biflexa serovariedad 

Patoc I por medio de electroporación, confiriendo a esta sera variedad transformada, la resistencia 

a kanamicina Estas han sido las herramientas genéticas básicas para Leplospira, las cuales son 

escasas y no existían anteriormente para el género (Saint Girons el al., 1990; Saínt Girons el al., 

2000; Zuemer el al. , 2000). A parl"ir de estas herramientas, algunas mutan tes han sido generadas 

1 Promcga, EUA. 
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en L. biflexa entre otras,jlaB, IrepE, rnelWy rnelY,jeeA y feoB (Picardeau el al., 2001 ; Picardeau 

el al. , 2003; Louvel el al. , 2005). Más recientemente, el transposón mariner (Hirnar 1) ha sido 

utili zado para generar mutan tes aleatorias en cepas patógenas de LeplOspira (Bourhy el al. , 2005). 

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

Km 

Fspl 

pGEM7Zf(+) un 

mal 

pGKL<p4 

5.562 kb 
LElori 

2.12 Sistema de Secreción Tipo 11 (SST-I1) 

Figura 2. Vector pGKLep4 desarrollado 
con el origen de replicación del leptofago 
LE! y un cassette de resi stencia a 
kanamicina en el vector pGEM7Zf (+) ori 
(Saint Girons el al .. 2000) 

Proteínas de la membrana externa (PME), han llamado la atención como una alternativa 

inmunogénica para la prevención de la leptospirosis. Se ha hecho mención de los estudios que se 

han realizado con PME. Entre estas, llama la atención aquellas PME funcionales . El SST-Il es la 

principal vía de secreción 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 

pathway), nomenclatura asignada a los genes que codifican para proteínas 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: Aerornonas hydrophila, lap; E. eoli, elp; Klebsiella 

oxiloea, pul; Legionella pneurnophila, pil ó Isp; Pseudornonas aeruginosa y Ps. pUlida, xep; 
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Vibrio cholera, e/p, eps Ó vcp; Xan/homonas campes/ris, xsp (Thanassi and Hultgren 2000; Lee 

and Schneewind, 2001 ; Sandkvist, 2001' ). 

El SST-H es responsable de secretar proteínas, tales como enzimas hidrolíticas y 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, 

AONasa, aeroli sinas, ami lasas, ARNasa, elastasas, exotox ina A, fosfolipasa A, fosfolipasa e, 

lipasa e, liso fosfolipasa A, neuroaminidasas, proteasas-hemoagltininas, pululanasa, quitinasas, 

toxina L T de E. coli y V cholera (Sandkvist, 200 l '; Tauschek el al., 2002; Rossier el al. , 2004). 

Además, el SST-ll se ha relacionado con la biogénesis de la membrana externa y la cápsula 

(Francetic el al , 2000). 

Las vías de secreción bacterianas se han clasificado en SST-I , SST-ll , SST-lll , SST-IV y 

autotransportadores o SST-V, esta clasificación se basa en el tipo de mecanismo molecular que 

utili zan . Sin embargo, entre éstos existe una subdivi sión que los clasifica en dos, los sistemas de 

secreción Sec-dependientes y los Sec-independientes . La diferencia entre la vía Sec-dependiente y 

la Sec-independiente, es que la primera necesita de lm péptido señal o secuencia líder que se lme a 

un complejo de proteínas situadas en la membrana interna, que sirven para translocar la proteína 

inmadura del citosol al espacio periplásmico. Este complejo protéico se le conoce como sistema 

Sec (Lee and Schneewind, 2001) La ví a Sec-independiente puede tTanslocar la proteína desde el 

citosol hasta el exterior de la célula, sin ningún intermediario periplásmico ni secuencia líder 

(Thanassi and Hultgren, 2000; Lee and Schnee\Vind, 200 1). La secreción de proteínas por el SST

H (Sec dependiente), se inicia con el transporte de precursores monoméricos con un péptido señal , 

util izando la vía Sec hacia el espacio periplásmico por medio de un poro, este poro está compuesto 

por tres proteínas denominadas SecY, E y G. La proteína precursora (con el péptido señal), se une 

a la proteína chaperona SecB, quien la dirige a la subunidad SecA situada en membrana interna 

(MI) con el complejo de translocación SecYEG. La proteína SecA es una ATPasa cuya actividad 

de hidróli sis provee de la energía necesaria para la exportación de la proteína hacia el periplasma. 
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Una vez que los poli péptidos se translocan, actúa una peptidasa que procesa el péptido líder, para 

finalmente liberar a la proteína en el espacio periplásmico. La energía de la hidrólisis de ATP se 

utili za para la transferencia de la preproteína de SecA hacia SecYEG, una vez que esto sucede, la 

translocación puede ser dirigida por la fuerza protón motriz (Driessen el al. , 2001) 

El transporte del producto extracelular translocado en el espacio periplásmico a través de la 

membrana extema (ME), se lleva a cabo por 12 a 17 proteínas, que conforman el ll amado SST-I1 

(Thanassi and Hultgren, 2000; Sandkvist, 2001b
; Nascimento el 01. , 2004). En el periplasma, las 

proteínas a exportar cambian su estructura por medio de la formación de puentes disulfuro o la 

oligomerización y adquieren su conformación nati va. El SST-I1 incluye dos componentes 

sobre la ME expuestos al ex terior, las proteínas GspD y GspS. GspD pertenece a la familia de 

las secretinas y se inserta en la ME, por medio de su oligomerización formando un ani llo 

dodecamérico (Lee and Schneewind, 2001). Cabe señalar, que la secretina GspD está conservada 

entre los SST-Il de diferentes bacterias Gram negati vas. Además, componentes similares son 

encontrados en el SST-1TT y en el proceso de polimeri zación del pili tipo IV de varias bacterias 

(Lo!)' , 1998; Peabody el al., 2003). Por otro lado, la proteína GspS es una lipoproteína de la ME 

que actúa como chaperona de GspD para su correcto plegamiento y actividad. Sin embargo, la 

mayoría de las proteínas de este sistema (GspB, C, F, G, H, 1, J, K, L, M, N Y O) se locali zan en la 

MI o están en el periplasma asociadas a la M[ (Lory, 1998). GspE es una ATPasa que energi za el 

proceso de polimerización de GspG, se localiza en [a región citoplasmática e interactúa con la 

proteína GspL de [a Ml Más aun, GspG funciona como un pistón expulsando la proteína madura 

hacia e[ exterior de la bacteria a través de [a porina GspD (Lory, 1998; Sandkvist, 2001 '; Sankvist, 

200 l b) . 

En el genorna de LeplOspira (serovariedades Copenhageni y Lai), se encuentra elloeus del SST-U 

(gsp) representado por g;pCDEFG (g;pCDEFG en Copenhageni y epsGFEDC para Lai) (Ren el 

al. , 2003; Nascimento el al. , 2004b
). En las serovariedades Copenhageni y Lai el ¡oei de gsp ésta 
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compuesto por 17 MAL, I a di fe rencia del locus gsp en L. borgpelersenii serovariedad 

Hardjo (Hardjobovis), que está constituido por 14 MAL con un orden similar al de la 

serovariedad Copenhageni (gspCDEFG). Otra diferencia del locus gsp de la serovariedad 

Hardjobovis (L. borgpelersenii ) con Copebhageni y Lai (L. interrogas) es que corriente abajo de 

gspG se encuentran 5 MAL que muestran identidades que corresponden a proteínas relacionadas 

con la biogénesis de pilinas (MAL6, MALl O Y MAL 12), similares a los genes que constituyen el 

SST-IV (de la Peña-Moctezuma el al., 2002) . Además, se ha determinado antigenicidad para la 

proteína homóloga de GspD en LeplOspira borgpelersenii serovariedad Hardjo (Hardjobovis) (de 

la Peña-Moctezuma el al. , 2002; Rodríguez-Reyes el al. , 2005). 

1 NCBl, NC 005823 y NC 004342. 
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3 HIPÓTESIS 

La serovariedad Patoc de LeplOspira biflexa posee genes homólogos a gsp que codifican para 

proteínas del sistema de secreción tipo n. 

4 OBJETIVO GE ERAL 

El objetivo de este trabajo fue la identificación, secuenciación y caracterización parcial de los 

genes gspDL y gspEL en Leplospira biflexa serovariedad Patoc. 

5 OBJETIVOS ESPECíFICOS 

5.1 Delectar y secuenciar los genes gspD¿ y gSpEL en Leplospira biflexa serovariedad Patoc, que 

codifican para la formación de una proteína (secretina) localizada en la membrana externa y una 

ATPasa de la membrana interna, respectivamente. 

5.2. Comparar y analizar in silico las secuencias de los genes gspD¿ y gspE¿ de la serovariedad 

Patoc con las serovariedades patógenas Copenhageni , Hardjobovis y Lai, así como con otras 

secuencias homólogas en las bases de datos. 
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6 MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Cultivo de Leptospira 

La cepa de L. biflexa serovariedad Patoc cepa Patoc 1, proveniente del Instituto Pasteur de Paris 

(Lep/ospira Na/ional Reference Center, Ins/i/U1 Pas/eur, Paris, France) y amablemente 

proporcionada por nuestro colaborador Prof. David A. Haake de la Universidad de California EUA 

(UCLA), fue cultivada en 100 mi de medio EMJH (Apéndice 1) suplementado con 1.0% de 

fracción V de albúmina sérica bovina' e incubada2 a 30° C durante 5 a 7 días, hasta que alcanzaron 

un grado de desarrollo de 0.5 de turbidez según el nefelómetro de MacFarland, equivalente a 106 

leptospiras/ml (Myers, 1985, Faine e / al., 1999). 

6.2 Extracción de ADN genómico 

El cultivo de Lep/ospira fue concentrado por centrifugación3 en tubos de 30 ml4, a una fuerza 

16,000 x g durante 30 minutos (min) a 4° C. Se decantó el medio y el sedimento de leptospiras se 

resuspendió en 4.2 mi de buffer tris-etilen-dinitrilo-tetracetato disódico (TE, Tris-EDTA) y 222 ¡ti 

de solución de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10.0% (Apéndice 11), más 22.5 ¡.tI de Proteinasa 

K' (20 mg!ml). La suspensión de leptospiras se incubó a 37° C durante una h. Posteriormente, a 

la mezcla se le agregó 1 mi de solución de cloruro de sodio (NaCl) 5M más 680 ¡.tI de una 

solución de bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB)' al 10.0%, precalentado a 65° C 

(Apéndice 11). Se mezcló todo e incubó a 65° C durante 20 mino Después de la incubación, toda la 

mezcla se transfirió a tubos nuevos5 (estériles) con capacidad de 1.5 mi y se adicionó en cantidades 

equivalentes cloroformo: alcohol isoamílico6 (24: 1 v/v). Se mezcló y se centrifugó' a una fuerza de 

1 Sigma Aldrich, EUA. 
2 Prt.'Cision Scicntific Co, Mod 4, EUA 
3 Centrifuga Beckman J2-21 , EUA. 
4 NalGcn Nunc, EUA 
5 AxyG cn Sicntific. EUA. 
• JT-Bakcr EUA 
7 Savanl, F~anc¡a .· 
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1,400 x g durante 5 min a 4° C. Después de la centrifugación, se separó el sobrenadante en un tubo 

nuevo y se repitió el mismo paso tres veces, hasta que el sobrenadante se apreció incoloro. 

El sobrenadante fue mezclado con 0.6 volúmenes de 2-propanol! almacenado a 4° C y 

se centrifugó2 a 15,000 x g durante cinco min a 4° C. Se decantó la solución y el sedimento se lavó 

tres veces con 2 mi de etanol! al 70.0% almacenado a -20" C. Finalmente, el sedimento se dejó 

secar a temperatura ambiente y una vez seco se solubili zó en 0.5 mi de agua desionizada estéril 

para su almacenamiento a 4° C hasta su uso (Ausubel el al. . 1993; de la Peña-Moctezuma, 2002). 

Después de la extracción de ADN genómico. todas las alícuotas obtenidas fueron 

cuantificados para obtener su concentración para ensayos posteriores, la cuantificación fue 

reali zada por medio de nuorometría3 Además, se corroboraron las extracciones mediante geles de 

agarosa al 1.0% teñidos con una solución de bromuro de etidio (0.1 J.lg/ml) (Apéndice 11) y 

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

6.3 Puríficación de ADN 

Este método se reali zó posterior a cualquier reacción enzimática (desfosforilación, digestiones Ó 

ligazones) para librar el ADN de impurezas protéicas. Al volumen inicial, se adicionó un volumen 

de agua desionizada estéril c.b.p. 200 J.ll Y un vol umen similar de fenol equi li brado (Apéndice 11); 

se mezcló y se centrifugó2 a 14,926 x g durante cinco mino Se transfirió el sobrenadante a un tubo 

nuevo' y adicionó un volumen similar de cloroformo: alcohol isoamílico! (24:1); se mezcló y se 

centrifugó nuevamente a 15,000 x g durante cinco min y se recuperó el sobrenadante en un tubo 

nuevo. 

Para precipitar el ADN, al volumen recuperado, se adicionó 10.0% de solución de acetato 

de sodio 3M (Apéndice 11) más 2.5 volúmenes de etanol al 100% almacenado a - 20 ° C. Se 

1 JT-Baker EUA 
, S l·: · . avant, 'nmcJa . 
3 Hocfer EUA 
4 AxyGc'n Sicn~ific. EUA. 
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incubó de 12 a 16 h o toda la noche a _200 C, y posteriormente, se centrifugó nuevamente. El 

sedimento se lavó con 1 mi de etanol4 al 70.0% almacenado a _200 C y se centrifugó bajo las 

mismas condiciones, el precipitado obtenido se dejó secar a temperatura ambiente y una vez seco, 

se solubilizó en 20 a 35 J.!1 de agua desioni zada estéril y se almacenó a 40 C (Ausubel el al. , 1993). 

6.4 Amplificación de genes del/oei gsp en L. bijTexa serovariedad Patoc 

Para identificar los fragmentos del loei gsp en el genoma de la serovariedad Patoc, se diseñaron 

inicialmente iniciadores degenerados para la PCR. Se anali zaron las secuenci as de aminoácidos y 

nuc!eótidos de g'pC, gspD y de g'pE (MAL3, 4 Y 5), de las serovariedades Copenhageni, Lai y 

Hardjobovis de Leplospira para buscar regiones conservadas. La información de los genes y su 

codificación a proteína de serovariedad Copenhageni y Lai , fueron obtenidas del sitio electrónico del 

Nalional Cenlerfor Bioleehnology Informalion (NCB1, http://www.ncbi.nlmnih.govl) con los números de 

acceso CN005823 y CN004342 respectivamente. Las secuencias de la serovariedad Hardjo fueron 

proporcionadas por el Prof. Ben Adler y el Oc Dieter M. Bulach (proyecto genoma- Hardjobovis, 

en revisión) de la Universidad de Monash, Clayton, Victoria, Australia. Con base en la secuencia 

de an1inoácidos de la serovariedad Lai, se encontró una zona conservada en gspD, para el diseño 

de iniciador degenerado adelantado BAP2357 y una zona conservada en gspE para el diseño del 

iniciador degenerado reverso BAP2358 (Cuadro 5). En la Figura 3 se muestra la secuencia de 

aminoácidos de GspD y GspE de la serovariedad Lai y las regiones conservadas donde fueron 

disei'lados los iniciadores. Estos iniciadores amplifican mediante PCR un fragmento de 1.5 kb. Con 

la finalidad de complementar la secuencia obtenida, se inició en una estrategia de avance sobre el 

cromosoma ("ehromosome walking") como se descri be más adelante. 
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Figura 3. Secuencias de aminoácidos de GSpDL y GSpEL de la serovariedad Lai 

GspDL 
MYGTISQFSIFRIFPILILLFLVWDKPVFPQSKKKSSVKTRSATAPEEPAEKSFYANWRDTELNDF 
LKGMSAILKKNILLDESLKGKKITIISQKEIPIKNAFIFMKSVLESLGFGVVEEPDLISIVKIKDA 
LARSPVVRVGKELIPETEVGDYRTITQIIPIENTKPEELEPILKRLTSPNTDVIVYRNTNTIVLSG 
SCADINKLLVLINELDLKLEEASPGAIASAGDVHIYTLEHSEAEKlAATLVKLDNPVVQSEELSPE 
KKVPGQIPMKVEKlKAVGHKESNSVIVTATNAEWAEIRKIIKVLDSARKQVLLEVLIVELTSSDLN 
DFGIDWRYKGEAFGQFNSGLSKEANIINSNGQINPNVNTLSGFSLGFLKAGSEQIIGILSANQGNE 
NFNVLSAPQVurvoNQ~EISVGQDVPVRTQSRNAGTGGTNAVTVDNYEYRPTGIKLKFTPHVNKN 

NRITLELFQEIKNlAEIALAGGNPTFNRREIKTSISIENTQSIVIGGLISNDKQKRIIKIPFLGDI 
PYLGHLFKRTTEKIKKTNLMVFITPHILDSRENADKMTVKKKMLQEQYELERERILNKEKEIKSFF 
J:1'{(l1'n 

GspEl. 
MEEIFLQIPLKLIQKSRIVPFSLSKKTIRIAVSDPSDLHPMDDARNFLKGYNVEFILAPEPEIMRIIHSHFDN 
TSSAAKEMLNEMEGSFSELAEAFENETLDLSDDAPIIKMVNVILSQAVNERASDIHIEPYEKSLVVRYRVDGI 
LHNVLSPPKSYHAGISSRIKIMSNLNIAENRLPQDGRIKLRLAGKDIDIRVSTIPCQFGERIVMRLLNKTDQK 
YSLDTMGFYPELIQSLRSLIYEPHGIILVTGPTGSGKSTTLYSALSELNTEERNIITCEDPVEYQIEGISQMQ 

3 IRDEETARIAIQASLTGHLVFSTLHTNDAASAATRLIDMGIEPYL 
IGISKKFLKNGNLHRGKGCSHCMGTGFKGRIGIYELLLV 

NSPLKQAILHGKDAGQLNEIALEHGFRTLKDYGIRKVVDGVTTIDEVLRVT 

Secuencias de aminoácidos de GspDL y GspEL de la serovariedad Lai (NCBI, número de 
acceso CN 004342). Las áreas sombreadas con colores verde y rojo, indican las regiones 
conservadas (serovariedad CopenJlageni)' Hardjo) sobre las que se diseliaron los iniciadores 
degenerados para PCR BAP2357 y BAP2358. 

6.5 Síntesis de iniciadores y secuenciación de ADN 

Para sinteti zar los iniciadores y obtener las secuencias de los productos de PCR generados del 

locus gsp (SST-lI) en la serovariedad Patoc, se solicitó el sen,icio 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 

Oave Orientación Composición nucleotídica S' -3' pb Región sobre la 
BAP que amplifica 
607 r GGA AAC AGC TAT GAC CAT G 19 pBlue Script 

612 u GT A AAA CGA CGG CCA GT 17 pBlue Script 

1801 r CAT GAA CCA AGG CAT ACC 18 OIfp9 

1802 a AGA AGA AGT TT A ACG GGG 18 OIfp9 

2357 ' a ACNGTNGAY AAYCARGARGC 20 gspD 

2358 ' r AC CAT DATNAC RTC NGG RTC 20 gspE 

2360 a AAA GTC CAA AAG A TC CCC 18 gspD 

2362 a AAC CAC TCT CT A TTC TGC 18 gspE 

2363 r A TT CAA AGT TGG CT A CCG 18 gspD 

2364 r TCT TIT AAG A TT TGA GGG 18 gspF 

2365 a TCC GAT GGA TGA TAT GCG 18 gspE 

2376 r AGA ACT TCG AGT AAC ACC 18 gspD 

2387 r TCC ATC GGA TGG AGG TCC 18 gspE 

2388 r TGT TTG TCA TTG GAG AGG 18 gspD 

2390 a A TT GTG GAG CTT AGT TCG 18 gspD 

2394 ' r TCN CCN GCN GCD ATC ATN CC 20 gspF 

2406 a ACTTTA TAC CTA CGTTGC 18 gspF 

2407 r ACT TGG GT A TTG GTC GGG 18 gspF 

2408 r AAA GGC A TC TTC AAT CCG 18 gspD 

2409 a AGT CGG TIT TGG AAA CCC 18 gspC 

Además de la orientación de cada iniciador (r = reverso; a = adelantado) y de su 
composición nucleotídica (5" -3 ' ), se muestra sus longitudes (pb) y la región sobre la que 
complementa. 1: vector pBlue Script SK+; 2: OIfp9 del locus rjb de L. biflexa 
serovariedad Patoc; iniciadores degenerados, donde M = AlC, R = AlG, W = AIT, S = 
C/G, y = C/T, K = G/T, V = AlC/G, D = AlG/T, H = AIT/C, B = C/G/T y N = AlC/G/T. 
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6.6 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

El ADN genómico de L. biflexa serovariedad Patoc fue utili zado como templete para amplificar 

fragmentos de ADN conteniendo genes del SST-I1 mediante la PCR. La concentración de ADN 

que se utili zó fue de 250 ng, las reacciones se reali zaron en un termociclador Gene Amp 2 400 

PCR System' y en un termociclador con gradientes de temperatura PCR-Express2 Las reacciones 

se realizaron en volúmenes de 25 J.lI , usando 2.5 unidades de la enzima Taq ADN polimerasa3 en 

cada mezcla; 1 J.lI de IOmM de una mezcla de dNTPs3
, 2.5 J.lI de solución amortiguadora para 

PCR (10 X); 4 ¡¡I de MgCI 25 mM y I ¡¡I de iniciadores con una concentración aproximada de 20 

pmoI. Para generar los fragmentos de ADN in vi/ro se utili zó el siguiente protocolo: Una 

desnaturalización inicial del ADN a 94° C durante cinco min, seguido de 40 ciclos que incluyeron 

un paso de desnaturali zación a 94° C durante 40 segundos; un paso de alineación de los iniciadores 

por 50 segundos, donde el intervalo de temperatura varió según el porcentaje de Guanina y 

Citosina (% G-C) de cada iniciador utili zado y un paso de extensión de la polimerasa a una 

temperatura de 72° C con un tiempo de aproximadamente 1 minuto por kb a amplificar. 

Finalmente, un paso único de extensión de la polimerasa a 72° C durante siete min (Figura 4). En 

algunos casos, para estandarizar la Tm (melting lemperalure) óptima de hibridación o temperatura 

de fusión de los iniciadores y eliminar fragmentos de ADN inespecíficos, se realizaron reacciones 

de PCR bajo distintas temperaturas de hibridación (Ausubel el al. , 1993; Sambrook and RusseIl , 

200 1). Los productos de ADN que se generaron mediante la PCR, fueron separados por 

electroforesis en geles de agarosa al 1% (Apéndice 11) y purificados por elusión de agarosa con un 

sistema comercial' 

1 Pcrkin Elmcr EUA 
, ThennoHybaid, RU 
3 Roche Applicd Scicncc, Alemania. 
' QtAGEN GMBH , Alemania. 
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Cuando no se contaba con la secuencia para poder diseñar iniciadores y asi poder segui r 

secuenciando, se utilizaron dos alternativas, la primera, PCR-inverso (l -PCR) (Sambrook y 

Russell , 2001) Y la segunda PCR con un sólo iniciador específico (single specific primer-PCR, 

SSP-PCR) (Shyamala el al., 1989) que se describen más adelante. 

('C) 

100 

80 

60 

Desnaturalización 

~94'C 

\ 50 s 

Desnaturalización 

Extensión de 
iniciadores 

1 min/kb 72' C 

94' C 

50 Hibridación de 55' C' 
40 ciclos 

Figura 4. Constantes de la PCR. S = segundos; min = minutos; kb = 
kilobase; • = teperatura que varia según la composición de los 
iniciadores. 

6.7 Digestiones y ligazones de ADN genómico 

Las digestiones se reali zaron en un volumen fi nal de 50 ¡JI , adicionando 5U de enzima (BamHI , 

BglII, e la l , EcoRJ, H indIlI ),2 5 ¡JI del la solución amortiguada correspondiente (10 X) Y 1 ¡Jg ADN 

genómico. Se adicionó agua desioni zada estéril aforando a 50 ¡JI. Los reacti vos fueron mezclados 

mediante pipeteo. Las reacciones se incubaron a 370 C, el tiempo de incubación varió de acuerdo 

con la concentración de ADN, utili zando las siguientes condiciones: 5 U/ I¡Jg de ADN/60 min de 

incubación (Ausubel er al., 1993). Las ligazones se realizaron en vol úmenes de 30 ¡JI , 

adicionando 1 ¡Jg de ADN (digerido y precipitado previamente según se ha descrito); 3 ¡JI de 

solución amortiguada para ligasa (lOX), 5U de enzima T4 ADN ligasa;3 ya aforando a 30 ¡JI de 

agua desionizada estéril , e incubando a 40 C por un periodo de 12 a 16 h. Posteriormente, se 

2 lnvitrogcn, EUA y Biolabs, UK . 
) Roche Applicd Scicncc, Alcmama. 

45 



precipitó el ADN recuperándolo en alícuotas de 35 ¡.ti Y almacenándolo a 40 C hasta su uso 

(Ausubel el al. , 1993 ). 

6.8 PCR Inverso (1- PCR) 

Con base en una secuencia conocida de ADN que se obtuvo por un PCR previo, se diseñaron dos 

pares de iniciadores específicos en direcciones opuestas, los sitios de alineación se escogieron 

antes de la secuencia blanco de una enzima de restricción (BamHI , Bg/II , Clal , EcoRI , HindllI) , 

previamente elegida. El templado para el método de I-PCR se obtuvo por medio de 

recircularización y ligazón de fragmentos de ADN obtenidos por digestión (según se ha descrito 

previamente) de ADN genómico de Leplospira biflexa serovariedad Patoc. Una vez 

recirculari zados se realizó una PCR con los iniciadores específicos para amplificar un fragmento 

conteniendo lma secuencia aím desconocida, localizada después del fragmento conocido. La 

digestión y ligazón fueron corroboradas por electroforesis en geles de agarosa al 1.0% (Apéndice 

11) y por medio de fotodocumentación en el programa de computadora BioEdit' (Ausubel el al., 

1993; Sambrook y Russell , 2001). En la Figura 5 se esquematiza el diagrama de flujo para elaborar 

un templado de ADN para I-PCR. 

1 BioRad, EUA. 
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Paso 1 

Paso2 

Paso3 

A 

"'* 

Figura S. Diagrama de flujo para la elaboración de un I-PCR 

Digestió n con 
e nzimas de 
restricción 

Precipitación de 
ADN ~ 

o 
JJ, 

D. 

ADN genómico 

Sitios d e corte 
de e nzima 

~ 
A B 

+ Recircularizació n I • por medio de una Fragmento de ADN digerido 

a uto ligazón con 
T 4 ADN ligasa 

D. ~ 

A 

O OB 
D. 

Precipitación d e 
ADN Paso4 

D. 
Producto final a secuenciación 

B .... I-PCR 

Diagrama de Oujo para la elaboración del templado para un l-PCR (Sambrook y Russell. 
200 1). Paso 1. Se digiere el ADN genómico con la enzima de restricción adecuada; Paso 2. 
Se precipitan los fragmentos de restricción del ADN; Paso 3. Se realiza una autoligazón de 
los fra gmentos de restricción previamente purificados por extracción [enólica; Paso 4. Se 
precipita el ADN recircularizado y se realiza la l-PCR para obtener el templado para 
secuenciación . Donde la línea azul representa la secuencia conocida sobre la que se 
di sellaron los dos in iciadores (Flechas rojas A y B) Y la linea negra la secuencia por 
descubrir después de sccucnciación con los referidos iniciadores. 
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6.9 PCR con iniciador único (SSP- PCR) 

Para la SSP-PCR, se di señó un iniciador específico sobre el extremo de la secuencia que se obtuvo 

mediante la PCR previa, dicho iniciador se di señó frente a una secuencia blanco para corte con una 

enzima de restricción que se eligió previamente. El templado para esta técnica de PCR se obtuvo 

con las digestiones de ADN genómico de L. biflexa serovariedad Patoc y del vector pBlue Script2 

SK+ con la misma enzima (digestiones por paralelo). Las digestiones y ligazones se reali zaron 

según se ha descrito previamente, la ligazón se realizó utili zando una proporción inserto-vector de 

3: 1 de ADN genómico y pla~mídico, respecti vamente. Antes de la~ ligazones, el vector fue tratado 

con fosfatasa alcalina para desfosforilarlo y así evitar la recircularización del ADN plasmidico. Las 

desfosforilaciones se realizaron en un vol umen de 50 !iI, adicionando 5 !iI de solución amortiguada 

para fosfatasa alcalina (J OX); I U de fosfatasa alcalina! y aforando a 50 !iI de agua desioni zada 

estéril. La reacción fue incubada a 370 C durante 30 mino Posteriormente, se precipitó el ADN 

según se ha descrito, recuperándolo en alícuotas de 20 !iI de agua desioni zada estéril y 

almacenándolo a 40 C hasta su uso. 

Todos los procesos fueron corroborados por electroforesis en geles de agarosa al 1% 

(Apéndice 11) Y registrados fotográficamente. Para realizar la PCR se utili zó el iniciador en el 

extremo de la secuencia conocida y WIO de los siguientes iniciadores, el iniciador reverso (IR) (5' 

GGA AAC AGC TAT GAC CAT G 3') o el iniciador uni versal o MI3 -20 (5' GTA AAA CGA 

CGG CCA GT 3' ), ambos locali zados en el vector pBlue Script, en dos reacciones de PCR por 

paralelo (Shyamala el al. , 1989; Ausubel el al. , 1993). En la Figura 6 se esquematiza el diagrama 

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

1 Roche Applicd Scicncc, Alemania 
2 Stratagcnc, EUA. 
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Figura 6. Diagrama de flujo para la elaboración de un SSP-PCR 

Paso 1 

ADN genómico 
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Paso 2 -Precipitación de D ADN 
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T4 ADN 
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Iniciador 
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o ADN plasmidico 
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plasmidico 

Precipitación de ADN 
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Figura 6. Diagrama de flujo para la elaboración del templado para mediante SSP-PCR 
(Shyamala el al., 1989). Paso l . Se digiere el ADN genómico y plasmidico por separado; Paso 
2. El ADN genómico l' plasmidico se precipitan por separado l' el ADN plasmidico se 
desfosforila y nuevamente se precipita; Paso 3. Se realiza una ligazón con T4 ADN ligasa en 
relación 3: 1 vector: inserto; Paso 4. Se precipita el ADN ligado con el inserto y se realiza la 
SSP-PCR donde un iniciador (flechas rojas) fue diseliado sobre la secuencia (linea azul) y el 
otro iniciador es el universal o el invertido (dependiendo de la orientación del inserto, flechas 
verdes) . Paso 5. El producto final es un templado para secuenciación donde la línea negra 
representa la secuencia por descubrir. 
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6.10 Análisis de secuencias de ADN y proteínas de Leptospira 

Las secuencias de nuc1eótidos de los genes homólogos a gsp en la serovariedad Patoc, se alinearon 

y almacenaron con el programa Sequencher' (versión 4.5). 

Los anál isis de las secuencias de nuc1eótidos y aminoácios, asi como la predicción de la 

estructura secundaria y terciaria de las proteínas se reali zaron de la siguiente maera. Para buscar 

identidades y homologías, las secuencias de aminoácidos y nuc1eótidos de la serovariedad Patoc, se 

analizaron en línea con otros genes de leptospiras (serovariedad Copenhageni, Hardjo y Lai). 

Paralelamente, se seleccionaron l a~ secuencia~ codificada~ a aa de un grupo de 14 bacteria~ patógena~ 

(mamiferos, peces y plantas) Gram negativas, para realizar alineaciones y 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-IZ, Escherichia coli 078:H 11 , E. coli Dysenteriae (antes Shigella dysemeriae), 

Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila. Psedomonas aeruginosa. Psedomonas pUlida, 

Vibrio cholerae, Xal1lhomonas campestris y Yersinia peslis (números de acceso en Apéndice 1II), 

bacterias donde se han reportado genes que codifican para el SST-lI (Sandkvist el al., 2001). 

Con la finalidad de obtener las similitudes entre genes homólogos, se realizaron alineaciones 

mediante los programas BLAST del National Center for BioteclUlology Infollllation (NCBl , 

www.ncbi .nlm.nih.govIBLASTI) y mediante el programa ClustalW versión 1.82 del European 

Molecular Biology Laboratol)'-European Bioinfoll11atic lnstitute (EMBL-EBI, wW\V.ebi.ac. uk/ 

c1ustalwl). También, se utilizó el programa Vector NTl2 Suite versión 5.5 para reali zar alineaciones 

con la finalidad de buscar regiones conservadas entre leptospiras y homólogos en otras bacterias 

(E. coli K-12, E. coli 078:HI I , K. pneumoniae, Ps. aeruginosa y V. cholerae) También, se 

utilizo este programa para generar los arboles tilogenéticos, dicho programa utiliza el método NJ 

(Neighbour Joining) de Saituo y Nei. 

1 Genes Code ollJoralion. EUA. 
2 lnfonnax, lnc 
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Por otro lado, se utilizó el banco de datos del programa Dominios Conservados (OC) de la 

NC BI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml), con la finalidad de buscar regiones 

(dominios o módulos) que identifican a las bacterias por sus probables funciones, por medio de 

una colección de secuencias de aminoácidos de di stintas bacterias. 

Para la predicción de la estructura secundaria de la proteína, se almacenaron las secuencias 

de aminoácidos en el programa Vector NT l , vía dicho programa, se ingresaron las secuencias en el 

programa en línea NNPREDICT-Protein Secondary Structure Prediction de la Uni versidad de 

Cali fornia, EUA (http://www.cmpharm.ucsf.edu/). 

La predicción de la estructura terciaria de la proteína, se realizó por medio del programa en 

línea 3D-PSSM (http://www.sbg.bio.ic.ac.ukl) del Imperial College of Science, Technology & 

Medicine del Reino Unido (Gómez y Valencia, 2003). 
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7 RESULTADOS 

7.1 Cultivo y Extraccióu de ADN de L. bijTexa 

En promedio, el desarrollo de los cultivos de L. biflexa serovariedad Patoc en EMJH varió entre 5 

a 7 días en alcanzar el 0.5 de turbidez según el nefelómetro de MacFarland que equi vale a 

aproximadamente 106 leptospiras/ml . 

La extracción de ADN genómico de la serovariedad Patoc se cuantificó a una 

concentración de ADN de 250 ngl¡tl en promedio. 

7.2 Amplificación de genes delloci gsp en L. bijTexa por PCR 

Con los iniciadores degenerados BAP2357 y BAP2358 se realizó una PCR con gradiente de 

temperatura, donde se apreció que las mejores temperaturas para amplificar un fragmento de 1.5 

kb fueron 57.4, 57.8 Y 58.10 C. Se reali zó entonces el ensayo a 58.1 0 C (Figura 7) y los fragmentos 

obtenidos se secuenciaron en la Unidad de Secuenciación deIIBT-UNAM, Cuemavaca Morelos. 

Los resultados de la secuencia generada con los iniciadores BAP2357 y BAP2358, se 

alinearon por medio del programa Sequencher y las secuencias se compararon con el 

cromatograma que incluye la secuencia. Con el iniciador BAP2357 se generó una secuencia útil de 

585 pb Y con el iniciador BAP2358, se generó una secuencia de 379 pb. 

A partir de esta secuencia, se diseñaron distintos iniciadores (Cuadro 5) para generar 

mediante PCR los fragmentos de ADN y continuar la secuenciación. Los Fragmentos de ADN 

fueron obtenidos mediante PCR directos, I-PCR y SSP-PCR. 
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• 

1.5 kb 

..-

• 

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 oC 

como temperatura de hibridación. En el Carril I se ubica el 

marcador de peso molecular I kb plus (lnvitrogen); carriles 

2 y 3, muestran un fragmento generado con ADN de la SV 

Hardjobovis como control positivo y en el 2, el fragmento 

generado con ADN de la serovariedad Patoc de L bijlexa 
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En total , se generaron 22 fragmentos mediante PCR para completar la secuencia de los 

genes gspD y gspE. En la Figura 8 se muestran los genes gspD y gspE así como la dirección 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 y 966 pb a un fragmento de gspF (Figura 8), las 

secuencias obtenidas de gspD y gspE de la serovariedad Patoc de L. biflexa fueron registradas en el 

banco de datos GenBank de la NCBI (GenBank DQ489375 y DQ489376) (Apéndice 111). Las 

secuencias de gspD y gspE fueron reveladas completas según los MAL que indica el programa 

Sequencher, además, comparando la longitud de gspD de la serovariedad Patoc, con sus 

homólogos en Copenhageni, Hardjobovis y Lai se encontró que gspD de Patoc es muy similar 

(1 ,788 pb) a los gspD de Copenhageni (1 ,791 pb) Y de Hardjobovis (1 ,794 pb) con una diferencia 

de 3 y 6 pb respectivamente, a diferencia de su homólogo en Lai que es ligeramente más larga, con 

una diferencia de 60 pb (1 ,848 pb). La secuencia de gspE en Patoc (1 ,677) es muy similar a sus 

homólogos en leptospiras patógenas, ya que sólo hay una diferencia de mínima de 3 pb con 

Copenhageni y Lai (1 ,674) Y una diferencia de 6 pb menos en Hardjobovis (1 ,67 1). 

En las Figuras 9 y lO se muestran las alineaciones por separado de gspD y gspE de la 

serovariedad Patoc, con sus homólogos en las tres serovariedades patógenas de Leplospira y a 

manera comparativa, también se alinea con los homólogos de E. coli K-12 y Ps. aeruginosa. donde 

se reconoce que hay di ferencias en tamaño. Comparado gspD de Patoc, con su homólogo en 

E. coli K-12, se aprecia que es 165 pb mayor, ig ualmente Ps. aeruginosa es 189 pb mayor que 

la secuencia de Patoc (Figura 9). Contrastando, la secuencia de gspE de E. coli K-I2 es 195 pb 

menor comparado con gspE de Patoc y por otro lado, gspE de Ps. aeruginosa es 108 pb mayor que 

en la serovariedad Patoc (Figura 10). 

54 



gspD (1,788 pb) gspE (1 .677 pb) 11 

m I.23Q 1,621 I.~ 2,i17 3.262 
~ • « r ,e. fe ,. r " tt «, e .. e 

tt 

t:::;5 
. 

gspC (376 pb) 

a 

ece 

,u r . 5 CS I se 

t e = . te 

. . . 

V 
gspF (966 pb) 

Figu ra 8. Identificación de gspD y gspE asi como los fragmentos parciales de gspC y gspF de 
la serovariedad Patoc (4,807 pb) mediante el programa de alineación de secuencias 
Sequencher" , Las flechas verdes indican una secuencia con iniciador orientado río abajo y las 
flechas rojas indican una secuencia con iniciador orientado río arriba, Las flechas negras ( 
) indican el fragmento de ADN generado con los primeros iniciadores BAP2357 y BAP2358 
(degenerados), 
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Figura 9. Alineación de las secuencias nucleotídicas de gspD de la serovariedad Patoc y sus 
homólogos en Copcnhageni, Lai y Hardjobovis, además de sus homólogos en E. coli K- 12 y 
Ps. aeruginosa. La alineación revela que hay regiones discontinuas en las secuencias de 
leplospiras (ClustalW). Ecoli= E. coli; Ps= Pselldomonas; * = nucleótidos idénticos. Las 
regiones enmarcadas indican la secuencia única de la serovariedad Paloc. 
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-------------------ATGTGGAAAGAGGTAGOCAGATTCTCACCTAOGAATTTATT 41 

ATGTCCCAGCCTTTGCTCCGCGCCCTGTTTGCCCCTTCCAGTCGTTCGTAOGTTCCOGCC 60 

- - ------ -- ------ATGTCCGGAACAATCAG- - TCAACTTTCAATCTTTAGAAT - ATT 4 1 
ATCAGAAACTAAAAAGATGTCCGGAACAATCAG--TCAACTTTCAATCTTTAGAAT-ATT 98 
----------------ATGTAOGGAACAATCAG--TCAATTTTCAATCTTTAGAAT-ATT 41 
- - ------ -- ------ - ---ATGAATTTATCAT- - TCGGAATTAAAATGAGAAATOGACT 38 
----------------ATGAAAGGACTCAATAAAATCACCTGCTGCTTGCTGGCAGCACT 44 
GTCCI'TCTCAGCCTGGCCCTCGGCATCCAGGCGGCGCACGCCGAAAACAGCGGCGGGAAC 120 

C" l'Ct.'C'I' - '1'C"I'CA'I' AC"I" 1" 1"1'G'1"1"1" 1" l'AG'l' A'1'GGGACAAACCAG'l'C"1" 1" l'CC'I'CAAAG'l'AAGA 100 
CTCCCT-TCTCATACTTTTGTTTTTAGTATGGGACAAACCAGTCTTTCCTCAAAGTAAGA 157 
CCCCAT-TCTCATACTTTTATTTTTAGTGTGGGACAAACCGGTATTTCCTCAGAGCAAGA 100 
TCCCTC-AGTTGTACTTT-GTATTTGCCTTTACTTAATTGTAACCCCCAACTTTTCACAA 96 
ACTCATGCCTTGTGCAGGACACGCTGAGAAOGAACAATACGGCGOGAACTTCAATAACGC 104 
GCCTTCGTCCCG-GCCGGCAACCAGCAGGAGGCGCACTGGAOGATCAACCTCAAGGATGC 179 

• 
AAAAAACTTCCGCAAAGACAAAATOG- --GTTAC---TCAAGAAGAACCTTOGGAAAAAA 154 
AAAAAACTTCCGCAAAGACAAAATOG- - -GTTAC- --TCAAGAAGAACCTTCGGAAAAAA 211 
AAAAATCTTCCGTTAAAACAAGATOG---GCCACCGCTCCGGAAGAACOGGCGGAAAAGA 157 
GAGAAA- - -- -GGGAAACCGAAAGCA- - -AAAAC- - -CTCACAAGAACCAGCT- - - - - -A 139 
OGATATCOGCCAGTTOGTGGAAATAGTGGGTCAGCATCTTGGCAAAACGATCCTGATCGA 164 
CGACATCOGCGAATTCATOGACCAGATTTCCGAAATCACCGGCGAGACCTTOGTCGTCGA 239 

CT-TTCTATGCAAATTGGAG- - - - -AGATACAGAACIAAACGACTTTCTCAAAGGAATGA 208 
CT - TTCTATGCAAATTGGAG - ----AGATACAGAACTAAAOGACTTTCTCAAAGGAATGA 265 
GC-TTTTATGCGAATTGr>AG-----AGACACor~TTGAAOGATTTTCTCAAAGr~TGA 211 
GT-TTCACTGCGGATTGGAG-----GGATACAGAACTCAAAGACTTCCTTATGGGAATGA 193 
CCCTTCGGTACAGGGAACCATTTCOGTACGCAGTAATGATACGTTTAGCCAACAGGAGTA 224 
CCCGCGGGTCAAGGGCCAGGTCAGOGTGGTCTCCAAGGCCCAGCTCTCGTTGAGCGAGGT 2 99 

GCGCCA-- TTTTAAAGAAAAATATTCTTTTAGATGAAAGTTTAAAAGGThAAhnhhTTAC 266 
GCGCCA--TTTTAAAGAAAAATATTCTTTTAGATGAAAGTTTAAAAGGT~nnnnAATTAC 323 
GCGCIA--TCTTAAAGAAAAACATTCTTTTAGATGAGAGTTTAAAAGGTAAAAAGATTAC 269 
GTGCCA- - TCATCAAAAhAAATATTCTGATOGATGATGOGGTGAAAGGCAAAAAGATCAC 251 

CTACCAGTTCTTTTTAAGTATTCTTGATCTTTACGGTTATTCCGTGATCACGCTGG --AC 282 
CTACCAGTTGTTCCTCTCGGTGATGAGCACCCACGGCTTCACCGTGGTTGCCCAGG--GC 357 

GATCATTTCTCAAAAGGAAATTCOGATCAAAAATGGATTTATCTTTATGAAATCTGTTTT 326 
GATCATTTCTCAAAAGGAAATTCOGATCAAAAATGGATTTATCTTTATGAAATCTGTTTT 383 
GATCATTTCTCAAAAGGAAATTCOGATTAAAAATGCATTCATCTTTATGAAATCAGTTTT 329 
AATCATTTCTCAAAAAOGAGTTOGGATTGAAGATGCCTTTGGATTTATGAAGTOGGTTTT 311 
AATGGTTTTCTGAAAGTG-GTTOGCTCAGCTAATGTAAAAACATOGCCAGGGATGATTGC 34 1 
GACCAGGOGOGCATOGTG---- CCCAACGOOGAGGOCAAGAC-----CGAGGCOGGOGGC 4 08 

AGAATCTCTAGGTTTOGGAGTAGTAGAAGAACCGGATCTCATTTOGATTGTTAAAATTAA 386 
AGAATCTCTAGGTTTOGGAGTAGTAGAAGAACCGGATCTCATTTOGATTGTTAAAATTAA 44 3 
AGAATCCCTOGGTTTTGGCGTGGTGGAAGAACCGGATCTGATTTOGATTGTCAAGATTAA 389 
GGAAACCCAAGGGTTTGGACTCATCGAAGAAAATGACCTCATTAAAGTTGTCAAAATCAA 371 
TGACAGTTCTCGTCCAGGCGTAGGTGATGAGTTGG---TCACCCGAATTGTACCGCTTGA 398 
CCCCAC----------ACCCCCCCOCATCCCCTCCA---GACCCCOCTCATCCACCTCCA 455 

AGATGCACTTGCTAGATCTCCTATOGTTAGGGTCGGAAAAG-AATTGATTCCOGAAGAGG 44 5 
AGATGCACTTGCTAGATCTCCTATCGTTACGGTCCGAAAAG-AATTGATTCCCGAAGAGG 502 
GGATGCGCTTGCAAGATCTCCCGTGGTCCGAGTCGGTAAGG-AATTGATTCCTGAAACGG 44 8 
AGAOGCACTOGCTAAGTCACAAATTGTTCGGATCGGAAAGG-ATCCAGTCTCTGATTCGG 43 0 
GAAOGTTCCTGCTCGTGACCTGGCCCCCCTGCTCCGCCAGATGATGGATGQGGGTAGCGT 458 
GCAGAGCCOGGTATCGGAACTCATCCCGCTGATCCGTCOGC---TGGTCCCACAATATGG 5 12 
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Figura 9. Continua. Alineación de las secuencias nucleotídicas de gspD 

copenhageni 
Lai 
Hardjo 
PAToe 
Ecoli 
Ps 

copenhageni 
Lai 
Hardjo 
PATQe 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjo 
PAToe 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjo 
PATQe 
Ecoli 
P3 

Copenhageni 
Lai 
Hardjo 
PAToe 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjo 
PAToe 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjo 
PAToe 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjo 
PAToe 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjo 
PAToe 
Ecoli 
Ps 

copenhageni 
Lai 
Hardjo 
PAToe 
Ecoli 
Ps 

AAGTTGGAGATTATAGAAOGATCACTCAGGTCATTCCTATTGAAAATGTAAAACCAGAAG 50S 
AAGTTGGAGATTATAGAACGATCACTCAGGTCATTCCTATTGAAAATGTAAAACCAGAAG 562 
AAGTCGGOGATTACAGAAOGATCACTCAGATTATTCCTATTGAAAATACAAAACCGGAAG 508 
AAGTTGCCTTAAACAAAACTATCACTCAGATTGTTCCACTAGAGTTTTCGAATGCCATTG 490 
CGGTAATGTTGTGCATTATCAACCCTCCAA-OGTTCTTAT------TCTGA--CCGCTOG 509 
CCACCTCGCCGOG----GTGCCCTOGGCCAACGCGCTGAT------CATCA--GCGACOG 560 

• • • • 
AATTAGAACCTATTTTAAAACGTCTTACTTCTCCTAATACG--GATGTGATCGTT-TATA 562 
AATTAGAACCTATTTTAAAACGTCTTACTTCTCCTAATACG--GATGTGATCGTT-TATA 619 
AACTAGAAOOGATTCTCAAACGTCTGACGTCTCCAAATACG--GATGTAATCGTT-TATA 565 
AACTTGAGCCCATCTTGAAACGTGTCACGTCTCCCGATACC- - GATATCATCATT-CCTA 54 7 
TGCCTCCACCATTAATAAACTGATTGAAGTCATAAAGCGCGTTGATGTCATCGGCACAGA 569 
CAGOGCCAATATCGOGCGAATCGAAGACGTGATCCGCCAGCTCGACCAGAAGGGCAGCCA 620 

• • .. 
GhAhThCAhhThCGhTTGThCTT--TChGGTTCCGCCGCAGhCATChAThA-hTTGTTGG 619 
GAAATACAAATACGATTGTACTT--TCAGGTTCCGCCGCAGACATCAATAA-ATTGTTGG 676 
GAAATAOGAACACGATTGTTCTT--TCCGGTTCCGGAGCTGACATCAATAA-ATTGCTGG 622 
AAAACCAAAACACATTGATTTTT--TCTGGTTCCACAGCAGATATCAACAA-ATTACTCA 604 
GAAGCAGCAAATTATTCATCTGGAATATGOGTCAGOGGAAGATCTOGCCGAGATTCTTAA 629 
CGACTACAGCGTGATCAACCTGCGCTACGGCTGGGTGATGGACGCOGCCGAGGTGCTCAA 680 

T --ACTTGTAAGCGAATTTGACGTCAAAATCGAAGAGGOGACCCCAGGATOGATTTCATC 677 
T--ACTTGTAAGCGAATTTGACGTCAAAATCGAAGAGGCGACCCCAGGATOGATTTCATC 734 
T--TTTCATAAACCAACTCCACCTCAAATTCCAACACCCAAGTCCOCCGCCAA.TCGCCTC 680 
A--GTTAGTTGATAATTTQGATGTAAGAGCAGATQGA------CCQGGGTOCATTTCTTC 656 
TCAATTAATCAGCCAAAGCCAOGGTAAAAGCCACATGCCAGCCCTCCTCTCCGOGAAGAT 689 
CAACGCCATGAGCCGOGGCCAGGCCAAGGGCGCGGOG------------GGCGCCCAGGT 728 

GGCAGGTGATATTCATATTTATACTTTGGAATACAGTGAAGCTGAAAAAAT-CGCGGCGA 736 
GGCAGGTGATATTCATATTTATACTTTGGAATACAGTGAAGCTGAAAAAAT - CGCGGCGA 793 
CGCOGGTGACGTGCACATTTATACTCTGCAGCATAGCGAGGCCCAAAAGAT-CGCGGCCA 739 
GGCTGGTGACATCCATATTTATACTTTGGAATACAATGAAGCAGAAAAACT-CGCAGCCA 715 
TGTGGCGGATAAGOGAACCAACTCTCTTATCATCAGTGGACCGGAAAAAGCACGCCAGCG 749 
GATOGCOGACGCGCGCACCAACCGCCTGATCATCCTOGGCCCGCOGCAGGOGCGCGCCAA 788 

CTTTAGTTAA--GTTAGACAATCCTG-------------------------TGATTCAG- 768 
CTTTAGTTAA--GTTAGACAATCCTG-------------------------TGATTCAG
CTCTCGTTAA--ATTGGATAACC~- ---------------- j------TGGTTCAA
TCCTTGTGAA--ATTGGATATGCCT TGCGCCTGTCGCTCCG - -----AOGACTCAAG 
CATCACTTCATTACTGAAAAGCCTTGATGTCGAAGAGAGCGAGGAAGGAAATACCCGGGT 

82S 
77 1 
766 
809 

GCTGGTGCAACTGGOGCAATCGCTGGACACCCCGACCGCGOGCTCGGCCAACACCCGAGT 848 

- - ---TCTGAAGATCTG------ - ---GGTTCTGAAAGAAAGCCTCCAC---- CGCCAGG 809 

~
---- CTGAAGATCTG----------GGTTCTGAAAGAAAGCCTCCAC----CGCCAGG 866 

----- COGAACAATTG----------AGCCCCCAGAAAAAAGTTCOG----------GG 806 
CTGGTGAAGCG----------GGGGCTGATGGAAAACCTGCCC----CTCCACC 812 

TTATTACCTGAAATATGCTAAAGCCACGAATCTGGTGGAAGTGCTAACCGGTGTTTCCGA 869 
GATCCGCCTGCGCCACAAOGACGCCAAGACCCTCGOGGAAACCCTCGGCCAGATTTCCGA 908 

GCAACCTAT--- - -----GCCTAAGGT - ------ - ------- - ------ - ----AGATAA 833 
GCAACCTAT--------- I CCTAAGGT---------------------------AGATAA 890 
ACAGATAC~------- ATGAAAGT---------------------------GGAGAA 830 
ACAGCCAA~cCCAAGC_ CCCAAGGTTC---------------CAGGCAAACAAGATAA 857 
AAAGCTGAAAGATGAAAAAGGGAATGCGCGTAAGCCCTCCTCTTCTGGCGOGATGGATAA 929 
AGGCATGAAGAACAATGGCGGCCAGGGCGGCGAACAGACCGGCGGCGGCCGACCGAGCAA 968 . . 
GATCAAGGCGGTTGGCCATAAAGAATCCAATTCTGTCATTGTTAQGGCCACAAATCCGCA 893 
GATCAAGGOGGTTGGCCATAAAGAATCCAATTCTGTCATTGTTAQGGCCACAAATCCGCA 950 
GATCAAGGCAGTAGGTCATAAAGAATCTAATTCCGTTATTGTAACOGCAAOGAATGCCGA 890 
AATCAAAGCAGTGGCCCATAAAGAATOGAATTCACTCATTGTAACAGCCAOGCCACAAGA 917 
CGTOGCCATTACCGCOGATGAACAGACTAACTCTCTGGTCATTACCGCTGACCAGTCCGT 989 
CATCCTCATCCGTGCOGAOGAAAGCACCAACGCCCTGGTCCTGCTGGCCGACCCGGACAC 1028 .. .. . .. .. 
ATGGGCAGAAATCCGTAAAATCATTAAGGTTTTGGATTCAGCTAGAAAACAGGTTTTATT 953 
ATGGGCAGAAATCCGTAAAATCATTAAGGTTTTGGATTCAGCTAGAAAACAGGTTTTATT 1010 
ATGGGCCGAGATTOGAAAGATCATTAAAGTTTTGGATTCCGCTCGAAAACAGGTTCTCTT 950 
ATGGGAAGAAATT~~~~~~~TCATCAAAATTCTAGATACACCGAGAAAACAGGTGTTACT 977 
CCAGGAAAAACTCGOCACGGTAATTGCGCGTCTGGACATTOGCCGTGCACAGGTGCTGGT 1049 
GGTCAACGCTCTCGAAGACATCGTTCGCCAGCTCGACGTGCOGCGTGCCCAGGTATTGGT 1088 

• ... """",, 
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Figura 9. Continua. Alineación de las secuencias nucleotídicas de gspD 
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AGAAGTTTTGATCGTGGAACTTACTTCCAGTGATTTAAACGATTTOGGGATCGATTGGAG 10 13 
AGAAGTTTTGATCGTGGAACTTACTTCCAGTGATTTAAACGATTTOGGGATOGATTGGAG 1070 
AGAAGTGCTAATTGTGGAACTTACTTCTAGOGACTTGAACGACTTCGGGATCGATTGGAG 1010 
CGAAGTTCTCATTGTGGAGCTTAGTTCGACTGATTTAAATGATTTTGGTATCGATTGGCG 1037 
TGAGGCAATCATCGTTGAAGTTCAGGATGGAAATGGACTAAACCTOGGOGTGCAATGGGC 1109 
GGAAGCGGCCATCGTOGAGATCTCOGGCGACATCCAGGATGCCGTOGGCGTGCAATGGGC 1148 

ATATAAGGGGGAAGCTTTCGGTCAATTCAATT-- - ------- - CTGGTCTTT----CTAA 1058 
ATATAAGGGGGAAGCTTTCGGTCAATTCAATT- ----------CTGGTCTTT--- -CTAA 1115 
ATATAAGGGAGAGGCTTTTGGTCAATTCAACT-- - ------- - OGGGTCTTT ----CTAA 1055 
TTACCAAGAGCTTGOCTATGGACAGTTTAACA-- - ------- - CAGGTCTTG---- OGGC 1082 
GAATAAAAACGTTGGCGCACAGCAATTTACCAATACCGGATTACCGATTTTTAACGCTGC 1169 
GATCAACAAGGGCGGCATGGGOGGAACCAAGA-----------CCAACTTOG-------- 1189 

• • • 
AGAAGCGAATATTATCAATTCGAAOGGTCAGGTCAATCOGAACATAAACACTCTGAGTGG 1118 
AGAAGCGAATATTATCAATTCGAAOGGTCAGGTCAATCOGAACATAAACACTCTGAGTGG 1175 
AGAGGCAAATATCATCAATTCAAAOGGACAAATCAATCCAAATGTCAACACACTCAGCGG 1115 
ACAAGGGGGAGTGATOGATAAAAATGGTCGTCCTA-- - CCAATGTGAACACACTATCTGG 1139 
GCAAGGTGTGGCTGATTATAAAAAGAATGGTGGGATCACCAGCGOGAA--TCCTGCCTGG 1227 
CCAATACCGGACTGTCCATCGGCACCCTGCTGCAATCGCTOGAGAGCAACAAGGCACCGG 124 9 

TTTCTCTTTAGGATTTTTAAAAGCTGGTTCGGAA- -----CAAATCATA- ----GGAATT 1167 
TTTCTCTTTACCATTTTTAAAACCTCCTTOCCAA------CAAATCATA-----CCAATT 1224 
TTTCTCTTTQGGGTTCTTAAAAGCAGGTTQGGAA------CAGATCATC-----GGAATT 1164 
TTTTTCACTTGGATTCATCOGCOGTGGTGGGCAA------CAAATCATT-----GGTATT 1188 
GATATGTTTAGCGCCTACAATGGCATGGCOGCAGGCTTCTTCAATGGCGACTGGGGAGTA 1287 
AATCCATCC- - - - COGACGGCGCCATCGTCGGCA - --TOGGCAGCAGCAGCTTOGGOGCG 1302 

TTAAGCGCCAATCAAGGAAATGAAAACTTTAACG- TGTTATCTGCTCCTCAAGTGC-- TT 12 24 
TTAAGCGCCAATCAAGGAAATGAAAACTTTAACG - TGTTATCTGCTCCTCAAGTGC-- TT 1281 
TTAAGTGCTAACCAAGGAAATGAAAATTTCAACG-TATTATCCGCTCCTCAGGTAC--TC 1221 
TTGAATGCAAACTCTACCAATGAAAACTTCAATG-TATTGTCGGCTCCGCAAATTT--TG 124 5 
CTGCTTACOGCGCTGGCCAGTAACAATAAAAATGACATCCTCGCCACCCCAAGCATOGTA 1347 
CTGGTCACOGCGCTCTOGGCCAACACCAAGAGCAACCTGCTGTCGACCCCGAGCCTGTTG 1362 

ACGGTAGATAATCAAGAAGCAGAAATCAGTGTGGGTCAAGACGTGCCCGTTCGAACTCAG 1284 
AOGGTAGATAATCAAGAAGCAGAAATCAGTGTGGGTCAAGACGTGCCCGTTCGAACTCAG 1341 
ACCGTGGATAATCAAGAAGOGGAAATCAGTGTCGGCCAAGATGTTCCGGTTOGGACGCAG 1281 
ACCTTGGACAACCAAGAGGCAGAAATCAATGTGGGTCAAGACGTTCCCGTTCGTACCCAA 1305 
AOGCTGGATAATAAACTCGOGTCCTTCAAOGTGGGGCAGGATGTGCCGGTGC-TATCCGG 1406 
ACCCTGGACAACCAGAAAGCGGAGATTCTGGTCGGOCAGAACGTACCGTTOCAGACCGGC 14 22 

AGTAGGAAOGCAGGTACTGGTGG---AAOGAACGCTGTAACTGTGGACAATTACGAATAT 1341 
AGTAGGAAOGCAGGTACTGGTGG---AAOGAACGCTGTAACCGTGGACAATTAOGAATAT 1398 
AGTAGGAATGCCGGTACCGGTGG---AACAAATGCGGTTACAGTAGACAACTAOGAATAT 1338 
AATOGAAATGCGGGTCTTGGTGG---AGACAACGCGGTAACGGTAGCCAACTTTGAATAC 1362 
GTCACAGAC-----CACTTCAGG---GGATAACGTCTTTA------ATACOGTOGAACGC 14 52 
TCCTACACCACCAACAGCGAAGGTTCGAGCAACCCGTTCA------CCACOGTGGAGCGC 1476 

CGTCCTACOGGTATCAAACTTAAGTTTACTCCTCAOGTGAACAAAAATAATAAGATCACT 1401 
CGTCCTACOGGTATCAAACTTAAGTTTACTCCTCAOGTGAACAAAAATAATAAGATCACT 1458 
OGTCCCACAGGTATCAAACTCAAGTTTACTCCGCAOGTAAACAAAAACAATAGGATTACT 1398 
OGTCCAACAGGGATTAAACTAAAGTTTACCCCACATATCAATAAAAACAACCGCATCACT 1422 
AAAACGGTGGGGACAAAACTCAAAGTTACTCOGCAGGTCAATGAAGGCGACGOGGTGTTG 1512 
AAGGATATOGGCGTCAGCCTCAAGGTCACTCOGCACATCAACGAQGGCGCGGCCCTGCGC 1536 

CTCCAACTCTTTCAGGAGATTAAAAATATCGCAGAGATTGCTCT------CGCOGGAGGA 1455 
CTCCAACTCTTTCAGGAGATTAAAAATATCGCAGAGATTGCTCT ----- - OGCOGGAGGA 1512 
CTCGAACTCTTCCAGGAGATTAAGAATATCGCTGAGATTGCCCT------TGCOGGAGGG 14 52 
CTCGATTTGTACCAAGAAATCAAAAACGTCGOGGGGATTTCATOGGAAGCCACTGGTGGA 1482 
CTCGAAATAGAGCAGGAAGTCTCCAGCGTTG-- ACTCTTCCTCT --AACTCGAOGCTCGG 1568 
CTGGAGATCGAGCAGGAGATCTOGGCCCTGCTGCCCAAOGCCCAGCAGCGCAACAATACC 1596 

AACCCTACTTTCAATOGAAGAGAAATTAAAACTTCTATCTCAATTGAAAACACTCAATCT 1515 
AACCCTACTTTCAATOGAAGAGAAATTAAAACTTCTATCTCAATTGAAAACACTCAATCT 1572 
AATCCGACTTTCAATOGACGCGAAATCAAAACTTCCATTTCCATTGAAAACACTCAGTCT 1512 
AACCCAAQGTTTAATAAACGTGATATCAAAACAACCATCGTTGTGGATAATATCCAAACC 1542 
--CCCGAOGTTTAATACCCGTACTATTCAAAACGCOGTGCTGGTCAAAACCGGTGAAACG 1626 
GACCTGATCACCAGCAAGCGCTCGATCAAGAGCACCATCCTCGCCGAGAACGGCCAGGTG 1656 
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Figura 9. Alineación de las secuencias nuclcotídicas de gspD 
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ATCGTGATCGGTGGATTGATTTCGAACGATAAAc~nnAnAGA ~TCATTAAAATTCCTTTT 1575 
ATCGTGATOGGTGGATTGATTTOGAACGATAAACAAAAAAGAATCATTAAAATTCCTTTT 1632 
ATCGTGATOGGGGGACTTATCTCAAATGATAAACAAAAGAGGATTATTAAAATTCCTTTT 1572 
ATTGTGATAGGAGGACTCCTCTCCAATGACAAACAAAAGAAAGTGCAAAAGATCCCCATT 1602 
GTGGTCCTGGGCGGATTGCTGGATGATTTTTCTAAAGAGCAAGTGTCAAAGGTTCCTCTG 1686 
ATCGTGATCGGCGGCCTGATCCAGGACGAOGTTTCOCAAGCCGAGTOGAAGGTTCCCCTG 1716 

CTAGGAGACATTCCGTATTTAGGTCATCTTTTTAAAAGAACTACTGAAAAAATTAAAAAG 1635 
CTAGGAGACATTCCGTATTTAGGTCATCTTTTTAAAAGAACTACTGAAAAAATTAAAAAG 1692 
CTTGGAGATATTCCGTATTTAGGTCATCTTTTCAAAAGGACTACOGAAAAAATCAAAAAG 1632 
TTAGGGGAGATTCCCCTCCTTGGGACTTTGTTTCGTCGTACCACAAACCAAAATCGCAAA 1662 
CTTGGCGATATTCCTTTAGTGGGGCAACTCTTCCGCTATACCTCCACCGAGCGCGCTAAA 1746 
CTCGGGGACATCCCATTGCTCGGTOGCCTGTTCCGTTCCACCAAGGACACOCACACCAAG 1776 

ACCAACTTGATGGTTTTTATTACGCCGCATATACTCGATAGTAGAGAGACTGOGGATAAG 1695 
ACChhCTTGhTGGTTTTThTTACGCCGCATATACTOGATAGTAGAGhGhCTGOGGhThAG 1752 
AOGAACTTGATGGTTTTTATCACACCGCATATACTGGACAGTAGAGAAAATGOGGATAAG 1692 
ACCAATTTGATGGTGTTTTTAACACCGCACATTCTGGACGATCGGGATAAATOGGATCGA 1722 
CGCAACCTGATGGTATTTATCCGTCCG---ACGATTATCCGTGAQGATGATGTTTATC-G 1802 
CGCAACCTGATGGTCTTCCTGOGTCCT - --ACGGTGGTCCGCGACAGCGCCGGTC-TCGC 1832 

ATGACTGTT-AAGAAAAAAATGCAGc---------------AGGAACGTTACGAACTcGA 1739 
ATGACTGTT-AAGA~~AAA~TGCAGC---------------AGGAACGTTACGAACTCGA 1796 
ATGACCGTG-AAGAAAAAGATGCTAC- - ------ - ------AGGAACAATAOGAGCTCGA 1736 
ATGACCATCCAAAACAAAAATCAACA---------------ACAAACGATOCTCGATCAA 1767 
CTCACl'GTC-AAAAGAGAAATACACCCGTTACCG--TCAGGAGCAACAACAGOGGATCGA 1859 
CGCGCTCTC-GGGCAAGAAATACAGCGACATCCGGGTCATCGAOGGCACTOGOGGCCCGG 189 1 

GAGAGAA - - AGAATCCTCAACAAAGAAAGAGAAATCAGA- -- - - - -- -GAAAGAGGGGAT 1788 
GAGAGAA--AGAATCCTCAACAAAGAAAGAGAAATCAGA---------GAAAGAGGGGAT 1845 
AAGAGAA- - AGAATCCTCAATAAAGAAAAAGAAATCAAATCTTTCTTTGAAAAAGAGGAT 1794 
CGAGAAA- -AGAAACTGAGATGA---- - --- - -- - --- - --- - -- -- -- - --- - -- -- -- 1788 
CGGGAAATCAAAAGCGCTGGTTGGCTCGGAAGATTTGCCGGTGCTGGATGAAAACACGTT 1919 
AGGGACGACCCAGCATCCTGCCGACCAAOGCCAACCAGT--TGTTOGATGGACAGGCCGT 194 9 

TAA-- - ------ - ------ -- ------ - ------ 1791 
TAA------------------------------- 184 8 

CAACAGTCACGCCCCTGCGCCATCGTCACGGTGA 1953 
CGATCTGOGOGAACTGATGACGGAATAA- -- - - - 1977 
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Figura 10. Alineación de las secuencias nucleolídicas de gspE de la serovariedad 
Paloc y sus homólogos en Copenhageni, Lai y I-lardjobovis, además de sus 
homólogos en E. coli K-12 y l's. aeruginosa. La alineación revela que las 
secuencias son más homogéneas y son de tamallos (longitud) similares (ClustaIW). 
Ecoli= E. coli ; Ps= l'seudomonas; * = nucleótidos idénticos. 

Copenhageni 
Lai 
Hardj obovis 
Patee 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjobovis 
Patee 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardj obovis 
Patee 
Ecoli 
p< 

Copenhageni 
Lai 
Hardj obovis 
Patee 
Ecoli 
Ps 

Copl?nhag",ni 
Lai 
Hardjobovis 
Patoe 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjobovis 
Patoe 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjobovis 
Patoe 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjobovis 
Patoe 
Ecoli 
Ps 

copenhageni 
Lai 
Hardjobovis 
Patoe 
Ecoli 
Ps 

ATGTCCGTGTTCGCCACCGCCGCCCAGGACQGCCTGCTGGACCTCGGCGACCTGCTCCGC 60 

----- - ------ - ------ -- --TTGAAAACTCTCGGAGATATCCTAATCGAAGAGQGGA 37 
-----------------------TTGAAAACTCTCGGAGATATCCTAATCGAAGAGGGGA 37 
-----------------TAAAATTTGAAAACTG~CGGAGATATCCTAATCGAAGAGGGGA 4 3 
--------------------ATGAGAAAAAGTTTAGGGCAGATTCTTTTAGAAGATGGAA 40 

GAGCTGGTOGCCCAQGGCCGGGTCGGGCAGGAGCAGGCOGAACAGTGCCTGGOGATCCGC 120 

TCATATCTGAAAAAGATCTGGAAGATTCCCTAAAGGTTCAGAAAAAAAACAACCTTCCAC 97 
TCATATCTGAAAAAGATCTGGAAGATTCCCTAAAGGTTCAGAAAAAAAACAACCTTCCAC 97 
TCATATCOGAAAAAGATCTGGAAGATTCCCTTAAGGTTCAGAAGAAAAATAACCTTCCGC 103 
TCCTTACCATTAAGGATTTAGAGGATATTTCCAAACAACAGGAAAAAACAAATCTTCCAC 100 

OGCAGCGCC~TGCGCAACCAGCAGCATCCC~~.GAGTTCCTCGCOGOGCAGCA~~TOGAG 180 

TCAGTCATATCATTCAGAAAAAAGGAATCGCCGGAGAAGCAGATATTCTCOGOGCCCTAT 157 
TCAGTCATATCATTCAGAAAAAAGGAATOGCCGGAGAAGCAGATATTCTCCGOGCCCTAT 157 
TCAGTCATATCATTCAGAAAAAAGGAATCGCOGGAGAAACOGATATTCTCOGTGCCTTAT 163 
TCACTCATATCATCCA~~~hhhAGGACTOGCATCCGAAACAGACATTTTAAAGGCACTGG 160 

GATCTCAAGOGCCCCGGAOGCAAG--CTOGACCTGGAGACCCTCACCCAGTGGCTGGCOG 238 

CCAAACTCTATCAACTOGAATTCAGAGAAAAGTTAC~GTTTACC~~ATGC~GAAATAT 217 
CCAAACTCTATCAACTOGAGTTCAGAGAAAAGTTAGAGTTTACGGGTATGGAAGAAATAT 217 
CCAAACTCTATCAGTTTGAATTCAGGGAAAAACTTGAATTTACGGGAATAGAAGAOGTAT 223 
CAAAACTCCATAGAATGGAATTTTACGACAAACTTGAGTTTGTTGCCAGTGATGAGATCT 220 
-------------------------------------------------ATGAGAATTCA 11 
AGTAOGCCGGCCAGCCCTACCTGOGCATOGACCOGCTGAAGATOGAOGTCGCOGCGGTGA 298 

TTTTACAAATTCCTCTAAAACTCATTCAGAAAAGTAGAATOGTTCOGTTTTCTCTTTCTA 277 
TTTTACAAATTCCTCTAAAACTCATTCAGAAAAGTAGAATOGTTCOGTTTTCTCTTTCTA 277 
TTTTACAAATTCCGTTGAAACTCATTCAAAAAAGCAGGATOGTTCCATTTCAACTTTCCA 283 
TTAGTAAGATCCCTTTGAAACTAGTCCAACGTTCCAAAATTGTTCCCTTCCTAGTCAAAG 280 
CTCACCGTACCCCGOCAGTTGGGCGCTGGCACAAC-GAATTGGTTATCTCTATTCAGAGG 70 
CTCOGCTGATGTCCTAOGCCTTOGCCCAGOGCCATGGCATCCTCGCOGTCGCGCTGAGTC 358 

AAAAAACAATTOGAATTGCTG-TATCOGATCCTTCTGATTTACATCOGATGGATGACGCT 336 
AAAAAACAATTOGAATTGCTG-TATCOGATCCTTCTGATTTACATCOGATGGATGAOGCT 336 
AAAAGAOGATTOGAGTOGCOG-TGTCOGATCOGTCOGATCTGCATCOGATGGAOGAOGTG 342 
GAAAAAAAGTTTTTGTOGCCA-CAAGTGATCCAACGGACCTCCATCOGATGGATGATATG 339 
GCGhGhTThTTThTCTOGCOGhThOGCCATTCGhGCGGTT---hCTCGhThTTCAhOGTC 127 
OGGAGGAAGTCACCATOGCCAGOGCCCAGCCCTTCGTACA-GGGCTGGGAAAGCAACCTG 41 7 

OGTAACTTTCTAAAAGGTTACAACGTGGAATTTATTCTOGCTCQGG-----AACCGGAGA 391 
CGTAACTTTCTAAAAGGTTACAAOGTGGAATTTATTCTCGCTCCGG- -- - -AACCGGAGA 391 
OGGAATTTCTTAAAAGGATATAAOGTAGAATTTGTTCTCGCTCOGG-----AGCCGGAGA 397 
OGATCCTTCTTAAAAGGATACGAAATTCAATTTGTTCTOGCAACOG-----AGAAOGAAA 394 
AGG- - TTGGCCAGTGCCAGACCATGACCAGCI'TGT -CACAGGCTGA- - - - -TTTTGAAGC 179 
GTGCATGTGCTCAAGOGACOGATCAAGCGGGTGGTGGCGAACCCGGCGGACATCCAGCGC 477 

T-CA--TGAGAATTATTCATTCTCATTTTGATAATACATCTTCTGCOGCCAAAGAGATGT 44 8 
T- CA- - TGAGAATTATTCATTCTCATTTTGATAATACATCTTCTGCCGCCAAAGAGATGT 44 8 
T- CA-- TGAGAATCATCCATTCTCAGTTTGATACTACCTCTTCATCAGCAAAAGAAATGC 454 
T-CA--TGOGCATOGTCCATTCTCAGTTTGATAAAACAACTGCAGAAGCAAAAGAAATGA 451 
T-CGGCTGGAAGCGGTATTCCATCAGAATACCGGTGAGTCGCAACAGATTGCGCAGGATA 238 
TACACCGTOGAGTTCTTCOGCCTGGCCCGCTCGGTCAGCGGCGCCACCTCGCCGGACCAG 537 
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Figura 10. Continua. Alineación de las secuencias nucleotidicas de gspE 

Copenhageni 
Lai 
Hardj obovis 
Patee 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjobovis 
Patee 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardj obovis 
Patee 
Ecoli 
Ps 

copenhageni 
Lai 
Hardj obovis 
Patoe 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjobovis 
Patoe 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjobovis 
Patoe 
Ecoli 
Ps 

CopenhAgeni 
Lai 
Hardjobovis 
Patoe 
Eco li 
Ps 

copenhageni 
Lai 
Hardjobovis 
Patoe 
Ecoli 
Ps 

copenhageni 
Lai 
Hardj obovis 
Patee 
Ecoli 
Ps 

Copenhageni 
Lai 
Hardjobovis 
Patee 
Ecoli 
Ps 

TAAATGAGATG-GAGGGAAGTTTTTCCGAACTTGCGGAAGCCTTTGAAAATGAAA- -- CC 504 
TAAATGAGATG-GAGGGAAGTTTTTCCGAACTTGCGGAAGCCTTTGAAAATGAAA---CC 504 
TAAATGAAATG-GAGGGAAGTTTTTCGGAACTTGCGGAAGCTTTTGAAAAOGAAA---CT 510 
TGGATGAGATG-GATGGAAGTTTCGGAGATCTCTCOGATGCCTTOGAATCOGACG---CA 507 
TOGATCAATCC -GTOGATCTTCTCTCGCTTTCGGAAGAGATGCCOGCAAATGAAGATCTC 297 
AAGATCAGCGGCGTCGGCAACTTOGAGCAGTTGCTCAACCTCGGOGCCGCOGACCAGGAG 597 

CTGGATCTAAGCGATGACGCTCOGATCATCAAAATGGTCAACGTGATCCTTTCCCAAGCG 564 
CTGGATCTAAGCGATGACGCTCOGATCATCAAAATGGTCAACGTGATCCTTTCCCAAGCG 564 
CTAGATTTAAGOGAOGACGCCCCTATCATCAAAATGGTAAATGTGATTCTTTOGCAGGCC 570 
CTCGATCTCTCTAAOGAAGCACCCATCATCAAGATGGTGAATGTGATTTTATCCCAGGCT 567 
CTGAATGAAGATTCAGOGGCACOGGTTATCCGCTTGATCAATGCGATTTTGAGTGAGGCC 357 
COGGAC---GCCAAOGACGOGCACATCGTCACCATOGTOGACTGGCTGTTOCAGTAOGCC 654 

GTCAACGAAAGGGCTTOGGATATTCACATTGAACCTTAOGAAAAGTCTCTOGTGGTTCGC 62 4 
GTChhCGAhhGGGCTTCGGhThTTCAChTTGhACCTThCGhhhAGTCTCTOGTGGTTCGC 621 
GTCAACGAAAGAGCTTCCGACATTCACATOGAGCCGTATGAAAAGTCACTOGTGGTTCGT 630 
GTGTCCGAGOGOGCTTCCGATATCCACATOGAACCATTTGAAAAATCTGTCATOGTTCGG 627 
ATCAAAGAAACCGCCTCTGATATCCACATTGAAACCTATGAAAAAACAATGTCGATCCGT 417 
TTCCAGCAGOGOGCCAGCGACATCCACATOGAGCCGCGCCGCGAGCAGGGCACOGTGCGC 714 

TATOGTGTGGATGGTATTTTGCATAACGTGCTTAGTCCTCCTAAATCGTATCACGCGGGT 684 
TATCGTGTGGATGGTATTTTGCATAACGTGCTTAGTCCTCCTAAATCGTATCAOGCGGGT 684 
TACAGGGTGGATGGTATTTTGCATAACGTTCTTAGTCCTCCCAAATCCTATCACGCOGGA 690 
TATOGTCTCCACCCTCTCTTACAAAAACTTTTAAATCCACCTAACTCCTATTTCCCCCCA 687 
TTTOGCATOGACGGOGTTTTGOGGACAATTTTACAGCCAAACAAAAAACTGGOGGCACTG 477 
TTCOGTATOGACGGOGTGCTGCACAACGTCTACCAGTTCCOGCCGCAGGTGACCATGGCG 774 

ATTTCTTCCAGAATCAAGATCATGTCTAATTTGAACATCGCTGAAAATAGACTTCCTCAA 744 
ATTTCTTCCAGAATCAAGATCATGTCTAATTTGAACATOGCTGAAAATAGAC'I'TCCTCAA 744 
ATTTCTTCCAGGATCAAGATCATGTCGAATCTGAATATCGCAGAGAATCGACTTCCTCAA 750 
ATTTCCACTCGTATTAAAATTATGTCGAATCTCAATATTGCGGAAAATAGGCTCCOGCAA 747 
CTTATCTCCCGAATTAAGGTCATGGCTCGTCTTGATATCGCCGAAAAACGTATTCCACAG 537 
GTGGTCAGCCGCCTGAAGTCGCTGGGACGGATGAACGTGGCGGAGAAACGCAAGCCGCAG 034 

GACGGAAGGATCAA-ACTTAGATTG--GCTGGTAAGGATATAGATATCCGGGTTTCCACC 801 
GACGGAAGGATCAA-ACTTAGATTG--GCTGGTAAGGATATAGATATCCGGGTTTCCACC 801 
GACGGGAGAATTAA-GCTCAGACTT--GTTGGAAAGGACATCGATATCQGGGTTTCTACG 807 
GATGGTAGAATTAA-ACTAAGATTA--GCTGGTAAAGAOGTGGATGTCAGGGTTTCCATC 804 
GATGGAAGAATTAG - TTTGOGTATC--GGGOGACGTAACATAGATGTCCGOGTATCCACA 594 
GACGGCCGGGTCAAGACCAAGACCCCGGACGGCGCCGAGGTGGAGCTGCGCCTGTOGACC 894 

ATTCCTTGTCAGTTCGGAGAAOGGATCGTAATGAGGCTTTTGAATAAAACGGATCAAAAG 8G1 
ATTCCTTGTCAGTTCGGAGAAOGGATOGTAATGAGGCTTTTGAATAAAACGGATCAAAAG 861 
ATTCCTTGTCAGTTCGGAGAAAGGATCGTTATGAGGCTTTTGAACAAAACGGATCAAAAG 867 
ATCCCATGCCAATTCGGCGAACGAATTGTAATGAGGATTTTGAATAAAACGGACCAAAAG 864 
CTGCCGTCCATCTATGGTGAACGOGCCGTACTCCGCCTGCTGGATAAAAACAGCCTCCAG 654 
CTGCCCACOGCCTTCGGCGAGAAGATGGTGATGCGCATCTTCGACCCCGAGGTGCTGCTC 954 

TATTCTTTAGATAOGATGGGTTTTTATCCAGAATTAATCCAGTCTTTGCGTTCGTTAATT 921 
TATTCTTTAGATAQGATGGGTTTTTATCCAGAATTAATCCAGTCTTTGOGTTOGTTAATT 921 
TATTCTTTGGATAOGATGGGTTTTTATCCOGATCTCATCAAATOGCTTCGTTCTCTAATC 927 
TATTCCATTGATAOGATGGGTTTTAACCCTCAAATCTTAAAAGAATTCAAAGAACTCATT 924 
CTTTCATTGAACAACCTGGGGATGACGGCAGOGGATAAGCAGGATTTAGAAAATCTCATT 714 
AAGAGCTTOGACCAGCTCGGCTTCTCOGCOGACGACCTGCGCCGCTGGCAGAGCATGACC 1014 

TACGAACCTCATGGAATCATTTTAGTAACGGGACCGACCGGATCGGGTAAGTCTACTACA 981 
TACGAACCTCATGGAATCATTTTAGTAACGGGACOGACCGGATOGGGTAAGTCTACTACA 98 1 
TACGAACCTCATGGAATCGTTCTOGTTAOGGGACCGACCGGATOGGGAAAATCCACCACA 987 
TATAAACCATAOGGAATCATACTTGTGACGGGTCCTAOGGGATCTGGTAAATCAACCACT 984 
CAGCTTCOGCACGGTATTATCCTGGTGACAGGGCCGACAGGCTCOGGTAAAAGCACCACG 774 
AGCCAGCCCAACGGCATCATCCTGGTCACCGGCCCCACCGGCTCGGGCAAGACCACCACG 1074 

TTATATTCTGCGTTAAGCGAACTCAATACAGAAGAAAGAAACATCATCACCTGOGAAGAT 1041 
TTATATTCTGCGTTAAGCGAACTCAATACAGAAGAAAGAAACATCATCACCTGOGAAGAT 1041 
CTCTATTCGGCGCTCAGCGAACTGAACACAGAAGAAAGAAACATCATCACTTGTGAAGAT 1047 
CTCTATTCTGCTTTATCTGAGATCAATACAGAAGAACGAAATATCATCACCTGTGAAGAT 1044 
CTCTACGCCATCCTTTOGGCGCTGAATACTCCCGGCCGCAATATTCTGACGGTAGAAGAT 834 
CTCTACACCACGCTCAAGCAACTGGCCACOGATGAGGTGAACGTCTGCACCATCGAGGAC 1134 
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Copenhageni CCTGTGGAATATCAGATTGAAGGAATTTC-TCAAATGCAAATGCAGGAAAAAATTGGTCT 1100 
Lai CCTGTGGAATATCAGATTGAAGGAATTTC-TCAAATGCAAATGCAGGAAAAAATTGGTCT 1100 
Hardjobovis CCCGTAGAGTATCAGATCGAAGGAATTTC-TCAGATGCAAATGCAGGAGAAAATCGGTCT 1106 
Patoe CCAGTCCAATACCAAATCCATCCAATTTC-CCAAATCCACATCAAOCATAAAATTCCACT 1103 
Ecoli CCCGTGGAATATGAGCTGGAAGGCATTGG-GCAAAOGCAGGTGAATACCCGTGTGGATAT 893 
Ps 
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COGATCGAG-ATGATOGAGCCCTOGTTCAACCAGATGCAGGTCCAGCACAACATCGACCT 11 93 

TACGTTTGCAACCGGACTTOGAGCCATCCTTCGACAAGACCCGGAOGTTATCATGGTAGG 1160 
TACGTTTGCAACCGGACTTOGAGCCATCCTTCGACAAGACCCGGAOGTTATCATGGTAGG 1160 
TACGTTTGCTACCGGTTTAAGAGCGATCTTACGACAAGACCCGGATGTGATTATGGTGGG 1166 
TACATTTGCAGCAGGACTTOGTTCCATTTTACGACAAGATCCGGAOGTAGTAATGGTGGG 116 3 
GTCTTTCGCTCGCGGCCTGOGCGCCATACTTCGCCAGGACCCGGATGTCGTCATGGTGGG 953 
GACCTTCGCCAGCGGCGTAOGOGCCCTGCTGCGGCAGGACCCGGACATCATCATGGTCGG 1253 

TGAGATTOGAGATGAAGAAACCGCAAGAATCGCGATCCAAGCTTCTCTGAOCGGTCACCT 1220 
TGAGATTOGAGATGAAGAAACOGCAAGAATCGCGATCCAAGCTTCTCTGACCGGTCACCT 1220 
GGAGATTCGAGACGAGGAAACCGOGAGGATCGCGATCCAGGCTTCTCTTACGGGGCACCT 1226 
GGAGATCOGGGATGAGGAAACAGCAAGGATTGCCATCCAAGCTTCCCTAACAGGTCACTT 122 3 
GGAAATTOGTGATACAGAAACCGCGCAGATTGCGGTTCAGGCCTOGCTCACCGGCCATCT 1013 
AGAGATCOGOGACCTGGAGACOGCOGAGATGGCGATCCAGGCGGOGCTCACCGGGCACCT 1313 

TGTTTTTTCTACGCTTCACACAAAOGATGCAGCAAGTGCCGCGACTCGTTTGATCGATAT 1280 
TGTTTTTTCTACGCTTCACACAAAOGATGCAGCAAGTGCCGCGACTCGTTTGATCGATAT 1280 
TGTGTTTTCCACATTGCATACGAAOGACGCGGCCAGTGCGGCGACTCGTTTGATCGATAT 1286 
GGTATTTTCAACCTTACACACCAATGACGCATCCTCAGCAGTGACAAGGCTTGTGGATAT 1283 
GGTACTCTCAACACTCCACACTAACAGTGCATCAGGCGCAGTGACCCGGCTCCGCGACAT 1073 
GGTGCTCTCCACCCTGCACACCAAOGACTCCCCCACGGOGATCACCCGCCTGCTCGAACT 1373 

GGGAATCGAGCCCTATCTGATTACTTCCACAGTATTAGGATTTATGGCTCAAAGACTTGT 1340 
GGGAATCGAGCCCTATCTGATTACTTCCACAGTATTAGGATTTATGGCTCAAAGACTTGT 134 0 
GGGAATOGAACOGTATCTTATCACTTCCACGGTTTTGGGTTTTATGGCTCAGAGACTTGT 1346 
GGGTATTGAACCATATCTCATCAOGAGTTCTGTATTAGGTTTTATGGCACAAAGGCTTGT 1343 
GGGOGTOGAATCATTCCTGCTTTOGTCTTCCCTGGCAGGGATTATOGCGCAACGTCTGGT 1133 
GGGOGTACCCTACTACCTGATCOGOGCCACGGTGCTAGGGGTCATGGCCCAAOGCCTGGT 1433 

AAGAGTTATCTGCACTCAATGTAAAGAAAOGTATAAACCTACCACTTCGGAACTAGAGTC 1400 
AAGAGTTATCTGCACTCAATGTAAAGAAAOGTATAAACCTACCACTTCGGAACTAGAGTC 1400 
ACGTGTCATCTGCACTCAATGTAAAGAGATTTACAAACCCACCGCTTCGGAATTGGAATC 1406 
TCGTGTGATTTGTAAGGATTGTAAAACTTCCTACAAACCAACTGACAAAGATTTGGOGGG 1403 
TCGTOGCCTGTGTCOGCAATGCCGA-CAATTCAOGCCCGTATCACCCCAACAAGCGCAGA 1192 
GCGCACGCTCTGCCOGCACTGCAAGGCG-CCGATGCAACTGGCGGACAGCGACTGGCACG 1492 . .. . . . • 
CATTGGCAT-CTCTAAAAAATTTTTAAAGAACGGTAACTTACATOGTGGTAAAGGTTGTT 1459 
CATTGGCAT-CTCTAAAAAATTTTTAAAGAACGGTAACTTACATOGTGGTAAAGGTTGTT 1459 
GATTGGAAT-TTCTAGGAAGGCTTTAAAAAACGGAAGCTTACACAGAGGTAAGGGTTGTT 1465 
ACTTGGAAT-CCAAAGAAAAGAACTAAAAAATGGGGTTTTGTACOGOGGGAAAGGTTGTA 1462 
TGTTTAAAT-ATC---ATCAGCTCGCGGTGACAACAATTGGCACTCCCGTA--GGCTGCC 1246 
AACTGACCOGCCCCTGGAGOGCCCOGCCGCCCAGCGGCGCGCACCAGGCCGTGGGTTGCC 1552 

CTCATTGTATGGGAACTGGTTTTAAAGGTAGAATCGGAATTTATGAACTTTTACTTGTAA 1519 
CTCATTGTATGGGAACTGGTTTTAAAGGTAGAATCGGAATTTATGAACTTTTACTTGTAA 1519 
CTCATTGTATGGGAACCGGTTTTAAAGGAAGAACGGGAATCI'ACGAACTTTTGTTAGTGA 1525 
GCTCTTGTCTCAATTCAGGTTACAAGGGAOGAACTGGTCTATACGAACTCCTTACCATGA 1522 
CTCATTGCCATCAATCOGGCTATCAGGGGOGCATGGCGATCCACGAAATGATGGTGGTGA 1306 
TGGAGTGCOGCGACACCGGCTATCGCGGGOGCGCCGGCGTCTATGAAATCATGCTGCTCA 1612 

ATTCTCCTCTCAAACAAGCAATTCTTCATGGTAAAGACGCTGGACAGTTAAACGAAATOG 1579 
A'l" l'C'l'Cel'C'l'CAAACAAGC'AA'l"l't." l"l'C'A'l'GG'l' AAAGA<...'GC'l'GGACAG'l .. l'AAA<...'GAAA'1'<....'G 15? 9 
ATTCI'CACATTAAACATGOGATCCTGCAAGGTAAGGATGCGGGTCAGTTAAACGAGATCG 1585 
ACGATGAAATCAAAOGCGCTATTTTACAAGGTGCCGATGCCAATOGCATCAAAGAACTTG 1582 
-OGCCGGAATT- -ACGGGCOO<.."'TAT'I'CATGAAAATGTGGATGAACAAGCAG"fGGAGOOAC 1363 
GCGATAGCCTGAAAGAACTGATCACCGCOGACACCGACCTAGTCGCCCTGCGCCGCCAGG 1672 

CTCTOGAGCATGGGTTTCGAACTCTTAAAGATTACGGAATTAGAAAGGTAGTTGATGGTG 1639 
CTCTOGAGCATGGGTTTCGAACTCTTAAAGATTACGGAATTAGAAAGGTAGTTGATGGTG 1639 
CGCTOGAACATAATTTCCAAACTCTAAAAGATTACGGAGTCAAAAAGGTAATCGACGGAG 1645 
CCGTTAAAAATGGACTATCTGTCCTTCAAGAATATGGTAAGTACAAAGTGATCGAGGGAG 1642 
TAGTCCGGCAACAACACAAGGCCTTAATCAAAAATGGCCTGCAAAAAGTGATAAGCGGTG 1423 
CGTACAAGGAAGGCACCCGCAGCCTGOGCCTGTCCGGCGCGCAGAAGGTCGCCGCAGGTA 1732 

•• •• 
TAACTACAATCGACGAAGTTCTCAGC.GTAACTTAA------- - ------ - ------ -- - 1.674 
TAACTACAATCGAOGAAGTTCTCAGGGTAACTTAA------------------------ 1674 
TAACTAOGATCGAOGAAGTCCTCAGAGTAAC---------------------------- 1676 
TGACAACTCCTGAAGAAGTCCTTor~GTATCTTAA------------------------ 1677 
ACACCTCCTGGGATGAGGTTATGCGCGTCGCCAGTGCCACGCTGGAGAGCGAAGCATGA 1482 
TCAGTAOGCTGGAGGAAGTACTGCGGGTGACCCOGCAGAGOGAACAGAAGTAG------ 1785 

62 



Adicionalmente, se obtuvo la secuencia parcial del gen gspC, completando 

aproximadamente 41.36% de su longitud (376/909 pb) Y río abajo, se obtuvo la secuencia parcial 

del gen gspF la cual se completó aproximadamente en 78.72% de su longitud (96611,227 pb). En el 

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

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

Gen (pb) 

Serova riedad 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 

N úmero de pb de los genes gspD l' gspE de la serovariedad Patoe, 
comparando con las serovariedades Copenhageni, Hardjobovis l' Lai. 
Las secuencias de los genes gspC y gspF de la serovariedad Patoc son 
parciales. 

7.3 Identificación de los genes del loci gsp de L biflexa serovariedad Patoc 

La identidad de las secuencias se obtuvo por medio de los programas en línea BLAST y ClustalW. 

Se realizó una alineación por medio del programa BLASTn (nucleótido- nucleótido) con la 

secuencia de gspD de la serovariedad Patoc con el banco de datos del Nacional Center for 

Biotechnology Information (NCBI). La secuencia de nucleótidos alineó con los homólogos en las 

serovariedades Copenhageni y Lai, las alineaciones entre estas serovariedades dieron como 

resultado tTes fracciones de secuencia menores de 62 pb, con identidades de 82.0 88.0 Y 92.0% 

(Cuadro 7). Tres alineaciones más que corresponden a fragmentos menores de 25 pb de genes en 

Campylobacler que no están relacionados con sistemas de secreción bacteriana. 
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Al buscar homólogos en el banco de datos del NCBI para la secuencia de gspE de la 

serovariedad Patoc se encontraron alineaciones con dos fragmentos menores a 2 15 pb que 

corresponden al homólogo en las serovariedades Copenhageni y Lai con una identidad del 82.0%, 

más una alineación de 25 pb que corresponde a un cósmido (Caenorhabdilis elegans, Y73B6BL) 

no relacionado con sistemas de secreción (Cuadro 7). 

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

Identidad (BLAST) Patoc ~spD Patoc ~spE 

Copenhageni A 88.0% (55/62) A 82.0% (177/215) 

B 92.0% (3814 1) Y (1311I59) 

C 82.0% (62/75) 

Lai A 88.0% (55/62) A 82.0%( 17712 15) 

B 92.0% (3814 1) Y (131/1 59) 

C 82.0% (62/75) 

Porcentaje de identidad nucleótido-nucleótido observada enlre gspD y gspE 
de Patoc con los homólogos en el banco de dalas del National Cenler for 
Biotechnology Information El análisis fue realizado mediante el programa 
BLASTp. A, B Y e = distintos fragmenlos resultado de la alineación por 
dicho programa. 

Al realizar un análisis de la secuencia codificada de aminoácidos (aa) por medio del 

programa BLASTp (proteína), se encontró que la secuencia de 595 aa de GspD, alineó con 

secuencias de otras varias especies bacterianas . 

Las dos primeras con las que tuvo mayor homología (identidad de 63.0%), fueron con las 

sero variedades Copenhageni y Lai. En otras bacterias inel uyen a E. coli y K. pneumoniae, se 

observó que hay una homología que varia entre 27.0 a 28.0% (Cuadro 9). Por OtTO lado, se 

encontró que la secuencia de 558 aa de GspE alineó con sus homólogos en leptospiras patógenas, 
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con una homologia (identidad) de 71.0% en las dos serovariedades y con oytras especies 

bacterianas, donde su homología varió de 43.0 a 51.0% (Cuadro 8). 

Adicionalmente, se alinearon las secuencias incompletas de los genes gspC y gspF de la 

serovariedad Patoc, por medio del programa BLASTn, los cuales no revelaron ninguna identidad 

significativa con sus genes homólogos en otras serovariedades de LeplOspira ni con los genes de 

otras bacterias. Cabe mencionar que la secuencia parcial de gspC mostró identidad con un 

fragmento de 20 pb de una deshidrogenasa de Campylobacler jejuni y la secuencia de gspF, 

mostró identidad con un fragmento de 2 1 pb de una cinasa de Enterococcus fecalis. Las secuencias 

de aa codificadas anali zadas mediante BLASTp revelaron, que estos fragmentos alinean con las 

serovariedades patógenas Copenhageni y Lai , mostrando una identidad de 72.0% (81 /l 11 ) para 

GspC y de 64.0% (1 98/305) para GspF. 

También se alinearon por separado las secuencias de gspD y gspE con dos di stintos 

programas de alineación (BLASTn y ClustalW), así como de las proteínas codificadas, de la 

serovariedad Patoc de {,. hiflexa con la de los genes homólogos de leptospiras patógenas 

(Copenhageni, Hardjobovis y Lai). Las alineaciones nucleotídicas revelaron que hay identidad con 

di stintos fragmentos, que muestran una identidad en Copenhageni y Lai que va de 72.0 a 88.0% en 

4 disti ntos fragmentos, a diferencia de la serovariedad Hardjobovis, donde sólo alinearon dos 

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

Especie o serovariedad y Identidad - Similitud con Referencia Número 
nombre de la proteína Gspl) de Pato. acceso 
Copenhageni 63 .0% y 79.0% Nascimento el al , 2004 YPOOl529 
GspD (355/559) 
Lai 63 .0% y 79.0% Ren el al., 2003 NP7 12556 
GspD (355/595) 
Synrrophus aeidilrophieus 28.0% y 50.0% Gwtsalus el al., 2006 YP462274 
GspD (155/553) 
Shewanella sp. 28.0%49.0% Copeland el al., 2005 EAN7078l 
GspD ( 196/595) 
Colwellia psychrerylhraea 28.0% y 48.0% MeÚle el 01.,2005 AAZ2693 I 
GspD ( 157/544) 
E. eoli (53638) 31.0% Y 50.0% NCBI Genomcs Project ZP00733932 
PulD ( 146/467) 
K. pneumoniae 28.0% Y 47.0% d' Enfertel al., 1989 AAA25 126 
PulO ( 163/580) 
E. eoli (K-12) 3 1.0% Y 50.0% BlatUler el al., 1997 H65125 
PulO ( 146/467) 
Shewanella ba/liea 27.0% y 48.0% Copeland el al. , 2005 ZP0058 1 049 
NolW-like (165/600) 
Shewanella pUlreJi:teiens 27.0% y 49.0% Copeland el al., 2005 ZP00812677 
NolW-like (172/622) 

Identidad - Similitud con GspE de l'atoc 
Copenhageni 71.0% y 88.0% Nascimento el al , 2004 YPOOI530 
GspD (400/556) 
Lai 71.0% y 88.0% Ren el al., 2003 AAN49573 
GspD (400/556) 
Synrrophus aeidilrophiells 51.0% 720% Gwtsalus el al., 2006 YP462275 
GspE (251/487) 
Desulji,romonas aceloxidans 45 .0% y 68.0% Copeland el al., 2005 ZP0055 1908 
GspE (255/556) 
Anaeromyxobacler 47.0% Y 67.0% Copeland el al, 2005 ZP00401750 
dehalngenans GspE (272/569) 
Paraehlamydia sp. 47.0% Y 68.0% Hom el al., 2004 CAF24621 
Proteína hipotética del SST-ll (252/526) 
Geobaeler suljilrredlleens 44.0% y 67.0% MedIe el al., 2003 AAR34865 
PilB (25 1/564) 
G. melalliredueens 44.0%)' 67.0% Copeland el al., 2005 ABB31627 
GspE (250/560) 
Pelobaeler earbinolieus 43 .0% y 68.0% Copeland el al., 2005 ABA89388 
PilB (243/558) 
Synrrophobaeler jilmaroxidans 43 .0%)' 65.0% Copeland el 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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Paloc 

gspD 

Patoc 

gspE 

Cuadro 9. Identidad de los genes gspD y gspE de Patoc con sus homólogos en 
leptospiras patógenas mediante los programas BLASTn y C lustalW . 

Copenhageni Hardjobovis Lai Programa 

Nascima1lo el al., 2004 Bulach e/ al., Ren el al ., 2003 
Comunicación personal 

A 75.0%(1661221) A 76.0''10 (73/95) A 75.0%(1661221) BLASTn 

B 75.0% (39/184) B 72. 0% (I28/177) B 75.0010( 139/184) 

C 88.0% (55/62) C 88.0010 (55/62) 

D 72. 0% (1891.259) D 72.0% (1891.259) 

59.0% (1788/1791) 59.0010 (178811794) 59.0% (1788/1848) ClustalW 

A 76.0% (310/407) A 730010 (417/567) A 76.0% (310/407) BLASTn 

B 74.0% (357/480) B 730% (305/413) B 740010 (357/480) 

66.0% (1677/1674) 66.0010 (1677/1676) 66.0% (1677/1674) ClustalW 

Regiones de identidad de los genes gspD y gspE entre las serovariedades Patoc con 
Copcnhageni, Hardjobovis y Lai . Las alineaciones se realizaron por separado con cada 
una de las serovariedades mediante los programas BLASTn y ClustalW. A, B, C y D = 

distintos fragmentos que alinearon en el programa BLAST 

Las secuencias de las proteínas codificadas GspD y GspE de Patoc se alinearon con sus 

homólogos en leptospiras patógenas y con las bacterias Gram negativas . Al alinear las secuencias 

nucleotídicas de gspD y gspE de Patoc con 14 bacterias Gram negati vas (A. hydrophila, 

B. pseudomallei, E. chrysanthemi, E. car%vora, E. coli K-12, E. coli 078:H 11 , E. coli Dysenteríae, 

K. pneumoniae, L. pneumophila, Ps. aeruginosa, Ps. pulida, V cholerae, X campes/ris, Y. peslis) 

no se encontraron identidades s ig nificati vas (Cuadro 10) . Las alineaciones de 

aminoáci dos de GspD y GspE de Patoc con los homólogos de las leptospiras patógenas, mostraron 

una identidad aminoácido-aminoácido de 60 a 62% con GspD y 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 sólo 20 a 28% con GspD y una identidad ligeramente más 

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 homólogos en serovariedades de Lepto~pira y 14 bacterias Gram negativas 

Bacterias GspD GspE 
BLASTp ClustalW BLASTp ClustalW 

identidad - similitud identidad! similitud 
Copenhageni o 62.0% - 78.0% 61.0% 71.0% - 88.0% 71 .0% 
GspDE (366/587) (400/556) 
Hardjobovis o 61.0% - 78.0% 60.0% 72.0% - 88.0% 72 .0% 
GspDE (363/591 ) (405/556) 

Lai ° 62.0% -78.0% 6 1.0% 71.0% - 88.0% 71 .0"10 
GspDE (366/587) (400/556) 
A. hydrophi/a 25.0% - 45.0% 25.0% 47.0% -71.0% 42 .0"/0 
ExeDE ( 16 1/632) (210/443) 
H pseudomallei 24.0% - 42.0% 26.0% 47.0% - 67.0% 41 .0"/0 
GspDE (1621654) (208/434) 
E chlysamhemi 25 .0% - 43.0% 26.0% 47.0% - 70.0% 41 .0"10 
OutDE (J 70/659) (204/432) 
E carolovara 27.0%-47.0% 25.0% 45.0% - 69.0% 40 .0"/0 
OutDE (1 64/600) (203/446) 
E coli 78:Hll 27.0% - 48.0% 24.0% 45.0% - 69.0% 41 .0"/0 
GspDE (147/533) (211 /461) 
E coli K-12 27 .0% - 48.0% 26.0% 48.0% - 69.0% 41 .0"/0 
GspDE (1711615) (206/423) 
K pnewnunille 28.0% - 48.0% 25.0% 47.0% - 71.0% 40 .0"/0 
Pul DE (1 67/580) (206/436) 
L. pnewnophila 21.0% - 39.0% 21.0% 45.0% - 67.0% 41 .0"/0 
LspDE (139/659) (204/451) 

Ps. aemginosa 25 .0% - 45.0% 26.0% 39.0% - 59.0% 33 .0"/0 
PulDE (1 64/636) (195/491) 
Ps. pulida 26.0% - 46.0% 21.0% 370% - 580% 30 .0"10 
PulDE ( 14 1/539) (186/490) 

E coli 28.0% - 48.0% 23.0% 45.0% - 68.0% 40 .0"10 
Dysenteriae ( 149/529) (211 /461) 
GspDE 
V cholerae 27.0% - 45.0% 26.0% 53 .0% - 73.0% 48 .0"/0 
EpsDE (172/624) (2081391) 
X campeslris 27.0% - 46.0% 21.0% 40 .0% - 61.0% 34 .0"/0 
XpsDE (86/312) (196/483) 

20.0% - 44.0% 
(371177) 

Ypeslis 26.0% - 47.0% 24.0% 46 .0% - 66.0% 40.0% 
GspDE ( 16 1/597) (206/442) 

Resultados en porcentaje obtenidos mediante los programas BLAST y Clusta lW de las 
similitudes de GspD y GspE de Patoc. Serovariedades de LeplOspira (O). 
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Adicionalmente, se reali zó una alineación 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 Y 12). 

La identidad que existe entre GspD de leptospiras patógenas es de 91.0%, entre 

Copenhageni y Hardjo o Lai y Hardjo; la identidad entre Copenhageni y Lai es de 100%, las 

identidades entre leptospiras y el g rupo de 14 bacterias Gram negativas oscila entre 22.0 y 

24.0%. 

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

Serovariedade s d e Leptospira Bacte rias Gram ne gativas 

aa aa Identidad 

----------------------------------------------------------------------
2 Copenhageni 596 3 Hardjo* 59B 91 
2 Copenhageni 596 4 La!* 615 100 
2 Copenhageni 596 7 E chrysanthemi 709 22 
2 Copenhageni 596 B E coli 078:Hll 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 2. 
2 Copenhageni 596 12 Legionella 790 22 
2 Copenhageni 596 14 Ps putida 591 2. 
2 Copenhageni 596 15 E coli Shigella 611 2. 
3 Hardjo 59B 7 E chrysanthemi 709 21 
3 Hardjo 59B B E coli 078:Hll 616 23 
3 Hardjo 59B 9 E coli k 12 650 22 
3 Hardjo 59B 10 E carotovora 650 23 
3 Hardjo 598 11 Klebsiella 660 2. 
3 Hardjo 59B 12 Legionella 790 22 
3 Hardjo 59B l' Ps putida 591 2. 
3 Hardjo 59B 15 E coli Shigella 611 2. 

• Lai 615 7 E chrysanthemi 709 22 

• Lai 615 B E coli 078:Hll 616 22 

• Lai 615 9 E coli k12 650 22 

• Lai 615 10 E carotovora 650 23 

• Lai 615 11 Klebsiella 660 2. 

• Lai 615 12 Legionella 790 21 

• Lai 615 l. Ps putida 591 2. 

• Lai 615 15 Shigella 611 23 
====================================================================== 

Resultados obtenidos medíante el programa ClustalW. • = serovariedades de 
Leplospira, E. coli Shígella = E. coli Shígella Dysenteríae. 
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Los resultados de las alineaciones de GspE entre leptospiras patógenas revelaron, que hay 

una homología (identidad aminoácido-aminoácido) de 94.0% cuando se comparó Hardj bovis con 

Copenhageni y Lai , la identidad entre éstas dos últimas fue de 100%. En el Cuadro 12, se muestran 

los resultados obtenidos mediante el programa ClustalW al ingresar las 14 secuencias coditicadas 

de aa de GspE. 

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

Serovariedades d e Leptospira Bacterias Gram negativas 

a a aa Identidad 

..................................................................... 
2 Copenhageni 557 3 Hardjobovis* 557 94 
2 Copenhageni 557 , Lai* 557 100 
2 Copenhageni 557 5 A hydrophila 501 41 
2 Copenhageni 557 6 Burkholderia ' 97 4 2 
2 Copenhageni 557 7 B eoli 078H11 '97 4 3 
2 Copenhageni 557 8 E eoli K12 '93 41 
2 copenhageni 557 , B carotovora 49. 4 3 
2 Copenhageni 557 10 E chIYsanthemi 498 4 2 
2 Copenhageni 557 11 Klebsiella '97 42 
2 Copenhageni 557 12 Legionella '9' 41 
2 Copenhageni 557 13 Ps aeruginosa 59 ' 36 
2 Copenhageni 557 14 Ps put:ida 556 32 
2 Copenhageni 557 15 Shigella '97 4 3 
2 Copenhageni 557 1 6 V chalera "8 4 9 
2 Copenhageni 557 17 Xanthomonas 603 3. 
2 Copenhageni 557 1 8 Yersinia 503 " 3 Hard jobovis 557 5 lI. hydrophila 501 " 3 Hardjobovis 557 6 Burkholderia 497 . 3 
3 Hardjobovis 557 7 E coli 0 78H11 ' 97 44 , Hardj obovis SS7 8 E coli K12 .. , " 3 Hardjobovis 557 9 E carotovora ' 98 42 
3 Hardjobovis 557 10 E chrysiUlthemi 498 . 2 
3 Hardjobovis 557 11 xlebsiella ' 97 . 3 
3 Hardjobovis 557 12 Legionella 49' . 2 
3 Hardj obovis 557 1 3 Ps aeruginosa 59' 36 
3 Hardjobov is 557 14 Ps putida 556 31 
3 Hardjobovis 557 15 Shigella 497 . 3 
3 Hardjobovis 557 16 V cholera "8 . 8 
3 Hard jobovis 557 17 Xanthornonas 603 3 . 
3 Hardjobov is 557 18 Yersinia 503 .1 , Lai 557 5 A hydrophila 501 ., 
4 Lai 557 6 D urkholderia 4 97 . 2 , La i 557 7 E coli 078H11 ' 97 . 3 , Lai 557 8 E coli K12 493 ., , Lai 557 9 E carotovora ' 98 . 3 , La i 557 1 0 E chrysaneherni 498 . 2 , La i 557 11 xlcbsiclla ' 97 .2 , La i 557 12 Legionella 49 ' " , Lai 557 13 Ps aeruginosa 59' 36 , La i 557 14 Ps pueida 556 32 , Lai 557 15 shigella '97 .3 
1 Lai 557 16 Vcholera 118 49 , Lai 557 1 7 Xanehornonas 603 3. , Lai 557 18 Yersinia 503 " ..................................................................... 

Resultados obtenidos mediante el programa ClustalW. * = serovariedades de 
Leplospira. Shigella = E. coli Shigella Dysenteriae. 
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En las Figuras 11 y 12 se esquematizan los dendogrmas de las proteínas GspD y GspE 

respectivamente entre 17 organismos (4 leptospiras y 14 Gram negativas), en ambos esquemas se 

puede apreciar que las proteínas son clasificadas en tres grupos A, B Y 

Figura 11 . Dendograma con base en las homologias de GspD 

A 

-
a1 .1 

r 

aL 

,---------A hydrophila ExeD 
,------E carotovora OutO 0.13507 -i 

t 
L-_____ E c hrysantherri OutD 0.12957 

L------Klebsiella PulO 
L-----------E coli k 12 GspD 

L--------------yersinia GspD 
r-----------i r E coli 078H 11 GspD 0.00215 

' Shigella GspD 0.00276 
L-----------Vibrio EpsD 

'-::---------------Legionella LspD 
a l .2 

a2 

b1 

Copenhageni GspD 0.00229 
La i GspD 0.00229 

1 Hardjo GspD 0.04342 
B -1 b2 IL--_______ Patoc GspD 0.18992 

L-------------------Xanthomonas XpsD 0.39970 e Bur1<holderia GspD 
o Ps aeruginosa GspD 

L--______________ Ps putida XcpQ 

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

Figura 12. Dendograma con base en las homolog ias de GspE 
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B 

e 

rf 
A hydrophila ExeE 

Vibrio GspE 
E eoli 078H 11 GspE o. 00862 

a2 1 

b1 .1.1 

b1 .1 b1 .1.2.3 

Shigella GspE 0.01351 

E carotovora Out E 0.1022 
E ehrysantherri GspE 

5 
453 0.09 

Klebsiella PulE 
Bur1<holderia Gs pE 

Copenh ageni GspE 0.00000 

Lai Gsp E 0.00000 
1 Hardjob 
I Patoe 

ovis GspE 0.02889 
GspE 0.14481 

pt b1.1 .2 

b1 .1.2.4 
Ps aeruginosa GspE 0.20540 

Ps putida gspE 0.21546 
anthornonas GspE 0.22533 

b2 

X 
b1 .2 Legionella GspE 

E eoli K12 GspE 
Yersinia GspE 

Dendograma obtenido mediante el programa Vector TN1 , al 
comparar las secuencias de aminoácidos correspondientes. 
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Adicionalmente, se alinearon las secuencias de GspD y GspE de la serovariedad Patoc con sus 

homólogos en leptosp iras patógenas y con E. coli K-1 2, E. coli 078 :HII , K. pneumoniae, Ps. 

aeruginosa y V. cholerae con la fina lidad de apreciar regiones conservadas (Figuras 13 y 

14). Por separado, se reali zaron alineaciones con las secuencias de ami noácidos de GspD y 

GspE, de la serovariedad Patoc pero sólo con sus homólogos en leptospiras patógenas 

Copenhageni, Hardjobovis y Lai , esto con la finalidad de observar regiones consen 'adas entre 

leptospi ras (Figuras 15 y 16). En alineaciones de leptospiras con 5 bacterias Gram negativas, se 

apreciaron más regiones conservadas (regiones señaladas con color rojo) en las secuenci as de 

GspE que en las secuencias de GspD, donde se apreciaron solamente dos regiones consti tuidas por 

tres aa seguidos (GGL y NLM, del aa 628 al 677), región que muestró ser la más conservada entre 

leptospi ras y 5 bacterias Gram negativas (Figura 13). En las secuencias de GspE la región 

conservada más grande está constituida por 10 aa (L VTGPTGSGK, del aa 352 al 362). Además, 

hay 11 regiones con tres o más aa identicos que se aprecia a partir del aa 226 al 485 (Figura 14). 

Las alineaciones con las secuencias de aminoácidos de GspD y GspE, de la serovari edad 

Patoc con sus homólogos en Copenhageni , Hardjobovis y Lai, revelaron regiones consen'adas. En 

las alineaciones de GspD se apreciaron 47 regiones de 3 o más aa que son idénticos, en las 

secuencias de GspE se apreciaron 47 regiones de 3 o más aa que son idénticos (Figuras 15 y 16). 
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Marcos abiertos de lectura (MAL) que codifican para las proteínas que constituyen los loci gsp de las serovariedades 
Copenhageni, Hardjobovis, Lai y Patoc; con sus homólogos de las distintas proteínas del NCBI. En la serovariedad Hardjobovis 
sólo consta de 14 MAL a diferencia Copenhageni y Lai que están constituidos por 17 MAL. Adicionalmente y de forma 
comparativa, se muestra en la última columna el locus gsp en Escherichia coli K-12 (NCBI). Cada celda contiene la 
información: número del MAL con base en el lugar que ocupa en el locus; número aminoácidos (aa) de la proteína; porcentaje 
de identidad seguido del porcentaje de similitud de la proteína; nombre de la proteína con la que hubo identidad; entre paréntesis 
el número (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 encontró homólogo NP = gen no presente en el loci. 

 
Copenhageni Lai Hardjobovis Patoc E. coli 
MAL A (559 aa) 42.0 – 64.0% 
Quelatasa Mg de 
Thermoanaerobacter ethanolicus 
(211/495) 

MAL A (494 aa) 42.0 – 63.0% 
Quelatasa Mg de 
Thermoanaerobacter ethanolicus 
(210/494) 

MAL A (286 aa) 41.0 -61.0% 
Quelatasa Mg de 
Thermoanaerobacter ethanolicus 
(114/277) 

(desconocido)  

MAL 1 (124 aa) 26.0- 50.0 % 
ATPasa de Hahella chejuensis 
(18/67) 

MAL 1 (124 aa) 42.0 – 50.0 % 
ATPasa de Hahella chejuensis 
(210/494)  

MAL 1 (124 aa) 26.0 – 50.0% 
ATPasa de Hahella chejuensis 
(18/67)  

(desconocido) pioO 

MAL 2 (135 aa) 42.0 – 59.0% 
Peptidasa de Treponema denticola 
(79/187) 

MAL 2 (336 aa) 42.0 – 59.0 % 
Peptidasa de Treponema 
denticola (79/187)  

MAL 2 (336 aa) 41.0 – 59.0 % 
Peptidasa de Treponema denticola 
(82/198)  

(desconocido) GspA 

MAL 3 (302 aa) 23.0 -45.0% 
GspC de Geobacter sulfurreducens 
(52/223) 

MAL 3 (302 aa) 23.0 – 45.0% 
GspC de Geobacter 
sulfurreducens (52/223)  

MAL 3 (301 aa) 25.0 – 47.0% 
GspC de Geobacter sulfurreducens 
(56/218) 

(124aa) 32.0 – 59.0% 
GspC de Geobacter 
sulfurreducens  
(33/102)  

GspC 

MAL 4 (596 aa) 29.0 – 53.0 % 
GspD de Syntrophus 
aciditrophicus (156/537) 

MAL 4 (615 aa) 29.0 – 53.0% 
GspD de Syntrophus 
aciditrophicus (156/537)  

MAL 4 (598 aa) 30.0 – 54.0% 
GspD de Syntrophus aciditrophicus 
(163/542)  

(595 aa) 28.0 -50.0% 
GspD de Syntrophus 
aciditrophicus (155/553)  

GspD 

MAL 5 (557 aa) 45.0 – 67.0% 
GspE de Desulfuromonas 
acetoxidans (253/556)  

MAL 5 (557 aa) 45.0 - 67.0% 
GspE de Desulfuromonas 
acetoxidans (253/556)  

MAL 5 (557 aa) 45.0 – 67.0% 
GspE de Desulfuromonas 
acetoxidans (251/556)  

(558 aa) 51.0 – 72.0% 
GspE de Syntrophus 
aciditrophicus (251/487)  

GspE 

MAL 6 (408 aa) 35.0 – 60.0% 
GspF de Deinococcus radiodurans  
(146/407)  

MAL 6 (408 aa) 36.0 – 60.0% 
GspF de Syntrophus 
aciditrophicus (148/410)  

MAL 6 (408 aa) 35.0 – 61.0% GspF 
de Deinococcus radiodurans 
(146/407)  

(322aa) 34.0 – 61.0%  
GspF de Syntrophobacter 
fumaroxidans  (99/306) 

GspF 

MAL 7 (158 aa) 44.0 – 59.0% 
GspG de Polaromonas 
naphthalenivorans (62/138)  

MAL 7 (158 aa) 44.0 – 59.0% 
GspG de Polaromonas 
naphthalenivorans (62/138)  

MAL 7 (173 aa) 41.0 – 57.0 % 
GspG de Azoarcus sp. (62/150)  

(desconocido) GspG 

MAL 8 (189 aa) 25.0 – 44.0% 
GspH de Geobacter 
metallireducens (31/123)  

MAL 8 (189 aa) 25.0 – 43.0% 
GspH de Geobacter 
metallireducens (31/123)  

MAL 8 (189 aa) 28.0 – 58.0% 
GspH de Geobacter 
metallireducens  

(desconocido) GspH 

MAL 9 (178 aa) 34.0 – 61.0% 
GspI de Dehalococcoides sp. 
(25/72)  

MAL 9 (178 aa) 36.0 – 53.0% 
GspI de Ralstonia metallidurans 
(21/58)  

MAL 9 (209 aa) 35.0 – 51.0% GspI 
de Dehalococcoides sp. (27/77) 

(desconocido) GspI 

MAL 10 (214 aa) 39.0 – 55.0% 
GspG de Azoarcus sp. (24/61)  

MAL 10 (214 aa) 23.0 – 48.0% 
GspJ de Geobacter 
sulfurreducens (44/189)  

MAL 10 (212 aa) 21.0 – 47.0% 
GspJ de Geobacter sulfurreducens 
(41/189)  

(desconocido) GspJ 

MAL 11 (391 aa) ) 28.0 – 41.0% 
Gspk de Marinobacter aquaeolei 
(49/171) 

MAL 11 (458 aa) 28.0 – 41.0% 
GspK de Marinobacter 
aquaeolei (49/171)  

MAL 11 (408 aa) 25.0 – 40.0% 
GspK de Desulfuromonas 
acetoxidans (83/328) 

(desconocido) GspK 

MAL 12 (540 aa) 24.0 – 41.0 % 
PilM de Carboxydothermus 
hydrogenoformans (83/341)  

MAL 12 (540 aa) 24.0 – 41.0% 
PilM de Carboxydothermus 
hydrogenoformans (83/341)  

MAL 12 (541 aa) 25.0 – 44.0% 
PilM de Thermus thermophilus 
(65/255)  

(desconocido) GspL 

MAL 13 (175 aa) 38.0 – 51.0% 
Sintetasa y ligasa de Ralstonia 
eutropha (16/42) 

MAL 13 (175 aa) 38.0 – 61.0% 
Sintetasa y ligasa de Ralstonia 
eutropha (16/42) 

MAL 13 (175 aa) NH 
Proteína hipotética 

(desconocido) GspM 

MAL 14 (313 aa) NH 
Proteína hipotética 

MAL 14 (313 aa) NH 
Proteína hipotética 

MAL 14 (308 aa) Proteína 
hipotética 

(desconocido) GspO 

MAL 15 (247 aa) NH 
Proteína hipotética 

MAL 15 (41 y 40 aa) NH 
Proteína hipotética 

NP (desconocido) bfr 

MAL 16 (75 aa) NH 
Proteína hipotética 

MAL 16 (72 aa) 37.0 – 56.0% 
ATPasa de Burkholderia 
fungorum (19/51)  

NP (desconocido)  

MAL 17 (88 aa) 36.0 – 59.0% 
Ligasa de Campylobacter fetus 
(16/44)  

MAL 17 (181 aa) 32.0 – 53.0% 
hidrogenasa de Nocardia 
farcinica (52/158) 

NP (desconocido)  

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)  

Cuadro 13. Marcos abiertos de lectura (MAL) que codifican para las proteínas que constituyen los loci gsp
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El análisis de los dominios conservados, reveló que hay una región 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 identilíca a las secretinas del sistema de secreción tipo 11 y III (Figura 17). 

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

>Patoc GspD 
MNLSFGIKMRNRLPSVVLCICLYLIVTPNFSQEKGKPKAKTSQEPASFTADWRDTELKDFLMGMSAIIKKNILIDDAVK 
GKKITIISQKRVRIEDAFGFMKSVLETQGFGLIEENDLIKVVKIKDALAKSQIVRIGKDPVSDSEVALNKTITQIVPLE 
FSNAIELEPILKRVTSPDTDIIIPKNQNTLIFSGSTADINKLLKLVDNLDVRADGPGSISSAGDIHIYTLEYNEAEKLA 
AILVKLDMPDAPVAPTTQGAPGEAGADGKPAPPPQPTAQAPKVPGKQDKlKAVAHKESNSLIVTATPQEWEEIKKIIKI 
LDTPRKQVLLEVLIVELSSTDLNDFGIDWRYQELAYGQFNTGLAAQGGVIDKNGRPTNVNTLSGFSLGFIRRGGQQIIG 
ILNANSTNENFNVLSAPQILTLDNQEAEINVGQDVPVRTQNRNAGLGGDNAVTVANFEYRPTGIKLKFTPHINKNNRIT 
LDLYQEIKNVAGISSEATGGNPTFNKRDIKTTIVVDNIQTIVIGGLLSNDKQKKVQKIPILGEIPLLGTLFRRTTNQNR 
KTNLMVFLTPHILDDRDKSDRMTIQKKNEQERMVDEREKKLR 

>E. coli K-12 GspD 
MKGLNKITCCLLAALLMPCAGHAENEQYGANFNNADIRQFVEIVGQHLGKTILIDPSVQGTISVRSNDTFSQQEYYQFFLS1 LDLYGY 
SVITLDNGFLKVVRSANVKTSPGMIADSSRPGVGDELVTRIVPLENVPARDLAPLLRQMMDAGSVGNVVHYEPSNVLILTGRASTINK 
LIEVIKRVDVIGTEKQQIIHLEYASAEDLAEILNQLISESHGKSQMPALLSAKIVADKRTNSLIISGPEKARQRITSLLKSLDVEESE 
EGNTRVYYLKYAKATNLVEVLTGVSEKLKOEKGNARKPSSSGAMONVAITADEQTNSLVITAOQSVQEKLATVIARLDIRRAQVLVEA 
IIVBVQDGNGLNLGVQWANKNVGAQQFTNTGLPIFNAAQGVADYKKNGGITSANPAWDMFSAYNGMAAGFFNGDWGVLLTALASNNXN 
DlLATPSIVTLDNKLASFNVGQDVPVLSGSQTTSGDNVFNTVBRKTVGTKLKVTPQVNRGDAVLLEIEQEVSSVDSSSNSTLGPTFNT 
RTIQNAVLVKTGBTVVLGGLLDDFSKEQVSKVPLLGDIPLVGQLFRYTSTBRAKRNLMVFIRPTllRODDVYRSLSKEKYTRYRQEQQ 
QRIDGKSKALVGSEDLPVLDENTFNSHAPAPSSR 
>K. pneumoniae PulD 
MIIANVIRSFSLTLLIFAALLFRPAAAEEFSASFKGTDIQEFINTVSKNLNKTVIIDPSVRGTITVRSYDMLNEEQYYQFFLSVLDVY 
GFAVINMNNGVLKVVRSKDAKTAAVPVASDAAPGIGDEVVTRVVPLTNVAARDLAPLLRQLNDNAGVGSVVHYEPSNVLLMTGRAAV¡ 
KRLLTIVERVDNAGDRSVVTVPLSWASAADVVKLVTELNKDTSKSALPGSMVANVVADERTNAVLVSGEPNSRQRIIAMIKQLDRQQA 
TQGNTKVIYLKYAKASDLVEVLTGISSTMQSEKQAAKPVAALDKNlllKAHGQTNALIVTAAPDVMNDLERVIAQLDIRRPQVLVBAI 
IABVQDADGLNLGIQWANKNAGMTQFTNSGLPISTAIAGANQYNKDGTVSSSLASALSSFNGIAAGFYQGNWAMLLTALSSSTKNDIL 
ATPSIVTLDNMBATFNVGQBVPVLTGSQTTSGDNIFNTVERKTVGIKLKVKPQlNEGDSVLLEIEQBVSSVADAASSTSSDLGATFNT 
RTVNNAVLVGSGBTVVVGGLLDKSVSDTADKVPLLGDIPVlGALFRSTSKKVSKRNLMLFIRPTVIRDRDEYRQASSGQYTAFNDAQS 
KQRGKENNDAMLNQDLLEIYPRQDTAAFRQVSAAIDAFNLGGNL 
~E. coli Dysenteriae GspD 
MGPGVQGKVSIRTMTPLNERQYYQLFLNLLEAQGYAVVPMENDVLKVVKSSAAKVEPLPLVGEGSDNYAGDEMVTKVVPVRELAPILR 
QMIDSAGSGNVVNYDPSNVIMLTGRASVVERLTEVIQRVDHAGNRTEEVIPLDNASASEIARVLESLTKNSGENQPATLKSQIVADER 
TNSVIVSGDPATRNKMRRLIRRLDSEMERSGNSQVFYLKYSKAEDLVDVLKQVSGTLTAAKEEAEGTVGSGREVVSlAASKHSNALIV 
TAPQDIMQSLQSVIEQLDIRRAQVHVEALIVEVAEGSNINFGVQWASKDAGLMQFANGTQIPIGTLGAAISQAKPQKGSTVISENGAT 
TINPDTNGDLSTLAQLLSGFSGTAVGVVKGDWMALVQAVKNDSSSNVLSTPSITTLDNQEAFFMVGQDVPVLTGSTVGSNNSNPFNTV 
BRKKVGIMLKVTPQlNEGNAVQMVIBQBVSKVBGQTSLDVVFGBRKLKTTVLANDGBLIVLGGLMDDQAGBSVAKVPLLGDIPLIGNL 
FKSTADKKBKRNLMVFIRPTILRDGMAADGVSQRKYNYMRAEQIYRDEQGLSLMPHTAQPVLPAQNQALPPEVRAFLNAGRTR 

>v. cholerae EpsD 
MKYWLKKSSWLLAGSLLSTPLAMANEFSASFKGTDIQEFINIVGRNLEKTIIVDPSVRGKVDVRSFDTLNEEQYYSFFLSVLEVYGFA 
AVEMDNGVLKVIKSKDAKTSAIPVLSGEERANGDEVITQVVAVKNVSVRELSPLLPQLIDNAGAGNVVHYDPANI1 LITGRAAVVNRL 
AEIIRRVDQAGDKEIEVVELNNASAAEMVRIVEALNKTTDAQNTPEFLKPKFVADERTNSILISGDPKVRERLKRLIKQLDVEMAAKG 
NNRVVYLKYAKAEDLVEVLKGVSENLQAEKGTGQPTTSKRNEVMlAAHADTNSLVLTAPQDIMNAMLEVIGQLDIRRAQVLIBALIVB 
MAEGDGINLGVQWGSLESGSVIQYGNTGASIGNVMIGLERAKDTTQTKAVYDTNNNFLRNETTTTKGDYTKLASALSSIQGAAVSIAM 
GDWTALlNAVSNDSSSNILSSPSITVMDNGEASFIVGEEVPVITGSTAGSNNDNPFQTVDRKEVGIKLKVVPQlNEGNSVQLNIEQHV 
SNVLGANGAVDVRFAKRQLNTSVMVQDGQMLVLGGLIDBRALBSBSKVPLLGDIPLLGQLFRSTSSQVBKKNLMVFIKPTIIRDGVTA 
DGITQRKYNYlRAEQLFRAEKGLRLLDDASVPVLPKFGDDRRHSPEIQAFIEQMEAKQ 

Las letras en azul muestran el dominio conservado de las secuencias, datos obtenidos por el 
programa CDD del NCB I. Región que identifica a GspD de Patoc con otras secretinas del SST-II. 
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El análi sis de los dominios conservados en GspE de Patoc, reveló que hay una región en la 

secuencia de 264 aa que alinea en un 100% con la secuencia consenso, que identifica a las 

ATPasas del sistema de secreción tipo JI, como PulE de Ps. aeruginosa (Figura 18). 

Figura t 8. Secuencia de aminoácidos y dominio conservado de GspE de la serovariedad 
Patoc y 4 bacterias Gram negativas 

>Patoc GspE 
MRKSLGQILLEDGILTIKDLEDISKQQEKTNLPLTHIIQKKGLASETDILKALAKLHRMEFYDKLEFVASDEIFSKIPL 
KLVQRSKIVPFLVKGKKVFVATSDPTDLHPMDDMRSFLKGYEIQFVLATENEIMRIVHSQFDKTTAEAKEMMDEMDGSF 
GDLSDAFESDALDLSNEAPIIKMVNVILSQAVSERASDIHIEPFEKSVIVRYRVDGVLQKVLNPPKSVLAGIS'l'RIKIM 
SNLNIABNRLPQDGRIKLRLAGKDVDVRVSIIPCQFGERIVMRILNKTDQKYSIDTMGFNPQILKEFKELIYKPYGIIL 
VTGPTGSGKSTTLYSALSEINTEERNIITCEDPVEYQMDGISQMQMNDKIGLTFAAGLRSILRQDPDVVMVGEIRDEET 
ARIAIQASLTGHLVFSTLHTNDASSAVTRLVDMGIEPYLITSSVLGFMAQRLVRVICKDCKTSYKPTDKDLAGLGIQRK 
ELKNGVLYRGKGCSSCLNSGYKGRTGLYELLTMNDEIKRAILQGADANRIKELAVKNGLSVLQEYGKYKVIEGVTTPEE 
VLRVS 

>E. colí K- 12 GspE 
MRIHSPYPASWALAQRIGYLYSEGEIIYLADTPFERLLDIQRQVGQCQTMTSLSQADFEARLEAVFHQNTGESQQIAQD 
IDQSVDLLSLSEEMPANEDLLNEDSAAPVIRLINAILSEAIKETASDIHIETYEKTMSIRFRIDGVLRTILQPNKKLAA 
LLISRIKVMARLDIAEKRIPQDGRISLRIGRRNIDVRVSTLPSIYGERAVLRLLDKNSLQLSLNNLGMTAADKQDLENL 
IQLPHGIILVTGPTGSGKSTTLYAILSALNTPGRNILTVEDPVEYELEGIGQTQVNTRVDMSFARGLRAILRQDPDVVM 
VGEIRDTETAQIAVQASLTGHLVLSTLHTNSASGAVTRLRDMGVESFLLSSSLAGIIAQRLVRRLCPQCRQFTPVSPQQ 
AQMFKYHQLAVTTIGTPVGCPHCHQSGYQGRMAIHEMMVVTPELRAAIHENVDEQALERLVRQQHKALIKNGLQKVISG 
DTSWDEVMRVASATLESEA 
>K. pneumoníae PulE 
MTPAAERRPLLPFGYARAHSVMLLSSGESCEVFCLAVTAPQALLEARRVAAMPFRLERLEEEAFEKLLVLSYQRDSAEA 
RRMMADIGNELDLYTLAEELPDTDDLLDSEDDAPIIRLINAMLTEAIKEKASDIHIETYERHLQIRFRVDGVLREILRP 
QRRLAALLIS RIKVMASLDIAEKRIPQDGRMALRIGGRAVDVRVSTLPSSYGERVVLRLLDKNSVNLDLLTLGMTPALL 
RQVDGLIARPHGIVLVTGPTGSGKSTTLYAALSRLDARERNIMTIEDPIEYELEGIGQTQVNAKVDMTFARGLRAILRQ 
DPDVVLVGEIRDGETAQIAVQASLTGHLVLSTLHTNSALGAISRLQDMGVEPFLLSTSLLAVMSQRLVRRLCPHCRQQE 
PANADTAHQMEIAPGTALWQPRGCAECGFTGYRGRTGIHELLLVDDRVRMAIHRGENEVTLIQQLGTDYMTLRRAGREK 
ALAGITSWQEVLRVTEQPIAEAC 
>E. colí Dysenteriae GspE 
MVPVAQETTANTVRLPYSFSRRFSLVAWCEASLEILHVHPLSLSVLQELQRGLNAPFTLRQIDEAEFEQRLNTVWQRDS 
SEARQLMEELGSAEDFFTLAEELPETEDLLESDDDAPIIKLINAMLAEAIKEGASDIHIETFEKSLVIRFRVDGTLHEM 
LRPGRKLASLLVSRIKVMARLDIAEKRVPQDGRIALLLGGRAIDVRVSTMPSAWGERVVLRLLDKNQASLAQERLGLSQ 
QLTAQLRQLLHKPHGIFLVTGPTGSGKSTTLYAGLQELNNHSRNILTVEDPIEYMIEGIGQTQVNTRVGMTFARGLRAI 
LRQDPDVVMVGEIRDTETAEIAVQASLTGHLVLSTLHTNTAVGTITRLQDMGVEPFLLSSSLTGVMAQRLVRTLCPDCR 
QAAPATDEETRLLGITDARTVTLYHPQGCPACNHKGFRGRTAIHELIVVDATLRDLIHRQAGEMELERYVRQHSAGIRS 
NGIEKVLAGETSLDEVLRVTMEA 
>V. cholerae EpsE 
MEDIGADSDDFFSLAEELPQNEDLLESEDDAPIIKLINAMLGEAIKEGASDIHIETFEKTLSIRFRVDGVLREVLAPSR 
KLSSLLVSRVKVMAKLDIAEKRVPQDGRISLRIGGRAVDVRVSTMPSSHGERVVMRLLDKNATRLDLHSLGMTAHNHDN 
FRRLIKRPHGIILVTGPTGSGKSTTLYAGLQELNSSERNILTVEDPIEFDIDGIGQTQVNPRVDMTFARGLRAILRQDP 
DVVMVGEIRDLETAQIAVQASLTGHLVMSTLHTNTAVGAVTRLRDMGIEPFLISSSLLGVLAQRLVRTLCPDCKEPYEA 
DKEQRKLFDSKKKEPLILYRATGCPKCNHKGYRGRTGIHELLLVDDALQELIHSEAGEQAMEKHIRATTPSIRDDGLDK 
VRQGITSLEEVMRGSRSHHHHHH 

Las letras en azul muestran el dominio conservado de la secuencia, datos obtenidos mediante el 
nroorama CDD del NCBI. Re.ión oue identifica con PulE (ATPasa) del SST-n 
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7.4 Predicción de la estructura secundaria de GspD y GspE 

Las secuencias de aminoácidos de GspD y GspE fueron alineadas por medio del programa Vector 

NTI y se intercaló la predicción de la estructura secundaría y predicciones obtenidas mediante el 

programa de cómputo NNPREDlCT. 

Los resultados se di stinguen que en la proteína GspD de la serovariedad Patoc, se encuentran II 

hélices o. y 14 hojas P, en la proteína GspE hay 16 hélices o. y 13 hojas p. 

Los resultados en las secuencias de GspD revelaron que hay ciertas diferencias entre las 

alineaciones, dentro de las cuales se apreció que hay mayor parecido en la posición de las 

estructuras hélices o. y hojas p de E. coli (E. coli 078:H 11 y E. coli K-12), igualmente sucede con 

las posiciones de las hélices o. y hojas p entre Klebsiella, Ps. aeruginosa y V. cholerae (Figura 19). 

La predicción de la estructura secundaria entre leptospiras, es similar entre las 

serovariedades patógenas Copenhageni, Hardjobovis y Lai, pero difiere ligeramente la posición de 

las estructuras hélices o. y hojas B en la serovariedad Patoc (Figura 19). 

En la predicción de la estructura secundaria de la proteína GspE, la posición de las 

estructuras hélices o. y hojas B, fue similar entre leptospiras y bacterias Gram negati vas. Sin 

embargo, se aprecia que la secuencia de hélices o. y hojas B, parecen ser de mayor tamaño en la 

posición del aa 100 al 350 (Figura 20). Las estructuras hélices o. y hojas B, en la serovariedad Patoc 

con sus homólogos en Copenhageni , Hardjobovis y Lai , fueron muy semejantes. Entre las 

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

Los resultados de la predicción de la estructura terciaria de las secuencias de aminoácidos se 

realizaron mediante el programa de cómpto 3D-PSSM versión 2.6.0. La secuencia de aa de GspD 

de la serovariedad Patoc fue ingresada, péro no fue reconocida como proteína del SST-II o de 

algún otro sistema de secreción conocido. En contraste, al ingresar la secuencia de GspE fue 

reconocida por el programa con base en una cristalografía reali zada previamente de una 

ATPasa (EpsE) de V cholerae (Robien el al., 2003). El programa di señó el siguiente modelo para 

GspE con 95% de certeza en la similitud (Figura 2 1). 

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

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

El principal objetivo del presente proyecto fue la identificación de genes que codifican para 

supuestas proteínas del SST-II en la serovariedad apatógena Patoc de LeplOspira biflexa, con la 

linalidad de colaborar al entendimiento de la organización del SST-I1 en LeplOspira. En los 

genomas disponibles de las serovariedades Copenhageni y Lai han sido identificados los genes que 

codifican para supuestas proteínas del SST- II (Ren e l al., 2003; Nascimento el al., 2004). Sin 

embargo, son pocos los estudios que se han realizado para la caracterización de estas proteínas (de 

la Peña-Moctezuma e l al., 2002; Rodríguez- Reyes e l al. , 2005). En otras especies bacterianas, 

proteínas de este sistema se han identi ficado participando en procesos de patogénesis como 

factores determinantes para la expresión de fac tores de vi rulencia, por ejemplo, la toxina termo

lábi l de E. coli enterotoxigénica (ETEC) (Sandkvist, 200 1; Tauschek e l al., 2002). 

En este estudio, la serovariedad Patoc se desarrolló en medio EMJH alcanzando una 

turbidez de 0.5 de Mc Farland a los 5 días en promedio, más acelerado en comparación con los 

cultivos de leptospiras patógenas las cuales alcan7.an una turbide7. semejant e en aproximadamente 

en 7 a 10 días. El método de extracción de ADN para bacterias Gram negativas (Ausubel el al. , 

1993) adaptado para leptospiras, resultó satisfactorio alcanzando concentraciones de ADN de hasta 

250 ngll.d. 

Los resultados obtenidos por ensayos de PCR util izando iniciadores degenerados, indicaron 

que L. biflexa serovariedad Patoc posee genes homólogos a gspD y gspE, los cuales son similares a 

otros que codifican para pro teínas del SST-ll de L. borpelersenii serovariedad Hardjo y 

L. inlerrogans serovariedades Lai y Copenhageni, además de otras bacterias que poseen este tipo 

de sistema de secreción. Estos genes parecen estar completos y son de tamaño muy similar a sus 

homólogos en leptospiras patógenas. 

La amplificación de fragmentos de ADN por medio de los iniciadores degenerados 

BAP2357 y BAP2358 (Cuadro 5), resultó una metodología exitosa para éste fin y fue la pauta para 

obtener la primera secuencia de ADN, de la cual se derivaron 20 fragmentos más mediante PCR, 
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I-PCR y SSP-PCR para completar la secuencia de los genes gspD y gspE, principal objetivo de 

este estudio. 

En cuanto a la apli cación de técnicas para secuenciar regiones aledañas desconocidas 

("chromosome walking") la técnica de I-PCR, resultó ser de más fácil diseño y aplicabilidad a 

diferencia de la SSP-PCR. Ambas estrategias resultaron ser efectivas para la amplificación de 

regiones aledañas desconocidas. Sin embargo, una desventaja en la metodología para realizar un 

SSP-PCR fue la limitación en las endonucleasas de uti lidad, por ejemplo, el sitio múltiple de 

clonación (SMC) en pBlueScript posee 2 1 sitios de corte para diferentes enzimas, de las cuales 

sólo 15 tienen un corte cohesivo y no raso, ya que las enzimas de corte cohesivo producen cortes y 

uniones más específicas, traduciéndose en procesos de digestión-ligazón más eficientes. 

La segunda limitante que se presenta comúnmente, es la distancia a la que está el sitio de 

corte, ya que debe estar a una di stancia razonable (± 100 a 200 pb). Por último, también fue 

importante considerar el promedio del número de bases que se pueden secuenciar por fragmento, 

en nuestro caso, una buena secuencia contenía alrededor de 700 pb, aproximadamente. 

La longi tud de las secuencias de gspD (1 ,788 pb) Y gspE (1 ,677 pb) en la serovariedad 

Patoc, fueron similares a sus homólogos en Copenhageni (g;pD 1,79 1 pb; gspE 1,674 pb), 

Hardjobovis (g;pD 1,794 pb; g;pE 1,671 pb) y Lai (gspD 1,848 pb; gspE 1,671 pb). Se pensaría 

que entre Copenhageni y Lai habría mayor simi litud en longitud ya que pertenecen a la misma 

especie L. interrogans, lo cual fue confirmado tanto por comparación de secuencias como por 

generación de dendogramas (Figuras 9, II Y 12). 

Al buscar identidades de gspD de Patoc entre secuencias de leptospiras patógenas por 

medio del programa BLASTn, sólo se alinearon en tres regiones con sus homólogos, dichas 

alineaciones sólo fueron de fragmentos con secuencia no mayor a 62 pb (denominados A 55/62 pb 

88.0%; B 38/41 pb 92.0%; Y C 62/75 pb 82.0%), lo que reveló que a nivel nucleotídico hay 

diferencias suficientes para no generar una alineación de toda la secuencia (Cuadro 7). En esta 

alineación, no se incluyeron los datos de la serovariedad Hardjobovis debido a que no están aún 
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di sponibles en el banco de datos de la NCBL En contraste, al utili zar el mismo programa en su 

modalidad de alineación de dos secuencias, las alineaciones el programa arrojaron como resultado 

4 fragmentos de alineación (Cuadro 9), un fragmento más que al realizar un BLASTn con el banco 

de datos y además, se moditicaron los porcentajes de identidad. Los resultados por este último 

sistema fueron muy similares entre Copenhageni y Lai (A 166/221 pb 75.0%; B 39/184 pb 75.0%; 

C 55/62 pb 88.0% Y D 189/259 pb 72.0%;) a di ferencia de la secuencia de Hardjobovis en donde 

sólo se alinea en dos fragmentos (A 73/95 pb 76.0% Y B 128/177 pb 72%). Al reali zar el mismo 

procedimiento de alineaciones pero por el sistema de ClustalW, se apreció una identidad general 

con sus homólogos en leptospiras patógenas de 59.0%. 

Las identidades de gspE de Patoc, entre secuencias de leptospiras patógenas por medio del 

programa BLASTn mostraron el mismo porcentaje de identidad (82.0%) entre la serovariedad 

Patoc y Copenhageni y Lai. Al reali zar las alineaciones individuales por medio de BLASTn entre 

Patoc y sus homólogos en leptospiras patógenas, se observó que en todas las alineaciones se 

al inean dos fragmentos A y B (Cuadro 9), con 76.0% y 74.0% de identidad en Copenhageni y Lai 

respectivamente, a diferencia de Hardjobovis donde alinea con lrn porcentaje ligeramente menor 

(73.0%) para ambos fragmentos . 

Al reali zar la alineación por medio de ClustalW se observó una identidad general de 66.0% 

entre la serovariedad Patoc y sus homólogos en leptospiras patógenas. Con estos resultados, 

podríamos decir que las secuencias de gspD en leptospiras presentan una menor identidad en 

comparación con la secuencia de gspE, mostrando que este último gen esta más 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 está altamente conservado basándonos en los porcentajes 

de identidad. Además, en la secuencia de gspD de Patoc hay Wla región entre las bases 739 a la 

851 donde se aprecian 3 pequeños fragmentos (17, 5 Y 9 pb) que no poseen las leptospiras 

patógenas no otras bacterias Gram negati vas, dichos fragmentos no influyen en la predicción de la 

estructura secundaria de GspD de la serovariedad Patoc (Figura 19). A diferencia, en las 
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secuencias de gspE se apreció mayor identidad entre las di stintas serovariedades y sin huecos, lo 

que confirma el mayor grado de conservación a nivel nucleotídico de gspE. 

A nivel de proteína, se buscaron identidades en el banco de datos de la NCBI 

(http://www.ncbi .nlm.nih .gov/BLAST/). Las alineaciones que resultaron fueron con una gran 

variedad de proteínas homólogas de distintas bacterias. En el Cuadro 8 sólo se enlístan las 10 

primeras alineaciones con las que hubo mayor identidad. Sin embargo, muchas de estas proteínas 

sólo están identificadas a nivel genómico y no hay datos experimentales que ofrezcan más 

información acerca de su función específica. Ésto es, a diferencia de los resultados de GspD de 

E. coli K-12 y Klebsiella pneumoniae, que si tienen un soporte experimental el cual define su 

funci ón, las demás secuencias de otras bacterias con las que alineó la secuencia de aminoácidos de 

GspD y GspE, no ofrecieron más datos experimentales que sustenten su función. 

Además, cabe señalar que, al reali zar la búsqueda de homólogos en el banco de datos del 

NCBI, no se encontró ninguna proteína homóloga de otras bacterias del Orden de los 

Spirochaelales como Rnrrelia, r.rislispira o Treponema de la Familia SpiroclUJelaceae ; ni con 

Brachyspira O Serpulina de la Familia Brachyspiraceae; ni tampoco con Leplonema que comparte 

Famili a con el género Leplospira (Leplospiraceae). Esto a pesar de que se tienen di sponibles los 

genomas completos de Borrelia burgdOlferi. B. garninii, Treponema denticola y T. pallidum 

(NCBI). Resultaría interesante saber si hay alguna identidad entre proteínas del SST-II de 

Leplospira biflexa serovariedad Patoc con homólogos del Orden de los Spil'ochaelales , basándonos 

en los genomas di sponibles, podríamos decir que aparentemente están ausentes en los géneros 

BOl'I'elia y 1i'eponema (Fraser el al., 1997, 1998; Glockner el al., 2004; Seshadri el al. , 2004). 

Habrá que es perar la publicación de las secuencias de los demás genomas de otras bacterias 

c1asilicadas en el Orden de los Spil'ochaelales, con la finalidad de buscar proteínas relacionadas 

con el SST-Il. 

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

nos refieran una funci ón especifica de estas proteínas, se decidió seleccionar las 14 bacterias Gram 
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negati vas (Aerornonas hydrophila, Burkholderia pseudornallei, Erwinia chrysan /herni , 

E. car%vora, E. coli K-12, E. coli 078:H l 1, E. coli Dysenteriae, Klebsiella pneurnoniae, 

Legionella pneurnophila, Pseudornonas aeruginosa, Ps. pUlida, Vibrio cholerae, 

Xanthornonas carnpes/ris y Yersinia pes/is) donde se han reportado genes del SST-II, con la 

finalidad de anali zar las secuencias de aminoácidos por medio de alineación y así determinar el 

porcentaje de identidades. 

Alineaciones por separado de las secuencias de aminoácidos de GspD y GspE mediante los 

programas BLAST y ClustalW, con las secuencias de leptospiras patógenas mostraron que hay en 

promedio, 6 1.0% de identidad entre GspD de Patoc con las serovariedades Copenhageni , 

Hardjobovis y Lai . En el caso de GspE hay 71.0% de identidad entre Paloc y las serovariedades 

patógenas (Cuadro 10). 

Al alinear la secuencia de aminoácidos de Paloc con las 14 bacterias Gram negati vas, se 

apreció que hay 25.5% de identidad en promedio por medio de los dos programas (BLAST y 

ClsutaIW). En GspE, dado que es más conservada, el promedio de identidades fue ligeramente 

mayor que en GspD, donde se observó 42.0% de identidad entre las 14 bacterias Gram negativas y 

la secuencia de Patoc (Cuadro 10). 

Las identidades más a ltas de Gs pD de Patoc se observaron co n 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 y 48. 0% 

ClustalW). Con estos resultados, se puede decir que GspD de Patoc tiene mayor identidad con 

GspD de bacterias de la Familia En/erobac/eriaceae. La proteína GspE posee mayor identidad con 

la secuencia de V cholerae que pertenece a la Familia Vibrionaceae, ambas famili as son 

clasificadas como y proteobacterias (Madigan e/ al. , 2004). 

Adicionalmente, se reali zaron alineaciones múltiples mediante el programa ClustalW entre 

leptospiras y 14 bacterias Gram negati vas con la finalidad de determinar porcentajes de identidades 

entre estas bacterias. Entre secuencias de aminoácidos de GspD de leptospiras patógenas 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 patógenas con Patoc, se observó una identidad de 61.0%. 

Con la secuencia de GspE, las identidades fueron muy similares entre serovariedades de la misma 

especie donde hubo I 00% de identidad entre Hardjobovis con Copenhageni , en Lai fue 

ligeramente menor mostrando 94.0%. Entre las patógenas y Patoc hay 7 1.0% de identidad en 

GspE, mayor que con la secuencia de GspD (61.0%). Se puede afirmar que, entre especies 

patógenas de la misma especie las secuencias de las proteínas GspD y GspE tienen identidad muy 

alta 100%. Entre serovariedades patógenas de distintas especies las secuencias tienen una identidad 

alta mostrando identidades mayores al 90.0%. Sin embargo, entre secuencias de Lep/ospira 

patógenas y apatógenas hay una diFerencia considerable, mostrando identidades de alrededor del 

60.0%. Estas diferencias entre secuencias de aminoácidos, podrían estar relacionadas con el tipo de 

productos proteicos a secretar. 

Al analizar los resultados únicamente de las bacterias Gram negati vas (Apéndice IV), por 

medio de alineaciones múltiples generadas por el programa ClustalW, en las secuencias de 

proteínas homólogas de GspD, resultó interesante que entre especies del género Erwinia 

(E. car%vora, E. chlysanthemi), el porcentaje de identidad no fue muy alto (73.0%). Por otro, 

lado el porcentaje entre E. coli 078:H 11 y E. coli Dysenteriae es más alto (99.0%) que el 

observado entre E. coli K-12 Y E. coli 078:Hll , 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 di stintos géneros, como 

el caso de la identidad entre E. car%vora y K pneumoniae (73.0%). Resultado interesante al 

realizar la alineación múltiple entre secuencias de proteínas homólogas a GspD, que las secuencias 

deA . hydrophila, B. pseudomallei, Ps. aeruginosa y Y. pesTis, no fueron reconocidas . Este descarte 

Fue automático con el programa ClustalW. Podria suponerse de antemano que la secuencia del 

homólogo de GspD de B. pseudomallei no fuera reconocida, debido a que taxonómicamente 
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es una ~ proteobacteria, a diferencia de las demás que son y proteobacterias, sin embargo no fue 

así , ya que A. hydrophila, Ps. aeruginosa y Y. peslis son del mismo grupo (y proteobacterias) y 

aun así no fueron reconocidas por el programa de cómuto ClustalW. Finalmente, podemos decir 

que las secuencias de aminoácidos de los homólogos de GspD poseen regiones conservadas que 

las identifican como secuencias homólogas, sin embargo, hay diferencias en las secuencias a ni vel 

global , lo cual la hace una proteína poco conservada. Sin embargo, definir si estas diferencias son 

determinantes para la función de ese tipo de proteína, según el género o especie bacteriana en 

cuestión, requiere de estudios experimentales que definan las características de las proteínas 

secretadas. 

Los resultados de las alineaciones entre las secuencias homólogas de GspE en bacterias 

Gram negativas, destacaron las existentes entre A. hydrophila y V cholerae (7 1.0%), y la de más 

alta identidad que se observó entre E. coli 078:HII y E. coli Dysenteriae (97.0%). Entre las 

especies del género Erwinia (E. car%vora y E. chlysan/hemi), existe 80.0% de identidad; entre 

las especies de F.rwinia y K. pneumoniae hubo 72.0% de identidad . Resultados diferentes como la 

identidad que hay entre E. coli K-12 y E. coli 078:HII que es de 55.0%, resldtan interesantes dado 

que siendo de la misma especie podría esperarse un mayor porcentaje de identidad en una proteína 

funcional como la secretina del SST-Il . 

Los resultados producto de la alineación múltiple, 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 alineación múltiple generada por ClustalW en GspD excluye a 4 

bacterias (A . hydrophila, B. pseudomallei, Ps. aeruginosa, Y. pes/is), a diferencia de la alineación 

múltiple con secuencias homólogas de GspE, donde se incluyeron todas las secuencias (leptospiras 

y 14 bacterias Gram negativas), es tos datos nos confirman que la secuencia de GspE es más 

conservada que las secuencias de homólogos de GspD. 

Por otro lado, resulta interesante como, entre E. coli 078:HII y E. coli Dysenteriae hay una 

alta identidad (? 98.0%) entre ambas secuencias (GspD, E). Actualmente Shigella dysenleriae se 
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ha integrado dentro del género Escherichia (E. coli Oysenteriae) (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 E. coli K-12 y E. coli 078:Hl 1. 

Igualmente resulta interesante el grado de identidad que existe entre los géneros Erwinia y 

Klebsiella (>70.0%), lo cual podría pensarse como un resultado predecible ya que ambas bacterias 

pertenecen a la misma Fami li a (Enterobacteriaceae). Sin embargo, estos resultados no son 

similares entre otras bacterias clasificadas dentro de la misma Fami lia, lo que señala la necesidad 

de un entendimien to funcional del SST-II , en las distintas bacterias en las que se han reportado este 

sistema de secreción. 

Los dendogramas desarrollados con base en las secuencias de GspO y sus homólogos entre 

leptospiras y las 14 bacterias Gram negativas, se apreció que las proteínas se clasificaron en 4 

grupos (A, S , C y O), a diferencia del dendograma de homólogos de GspE, donde solamente se 

clasificaron las proteínas en tres grupos (A, S Y C). 

El grupo (A) clasificó 9 bacteri as Gram negativas y dentro de este mismo se agnJpan 

(Figura 11 , rama al) todas las bacterias pertenecientes a la Familia Enterobacteriaceae (Erwinia, 

Escherichia. Klebsiella y Yersinia), dentro de la rama al.1 las bacterias que mostraron menor 

divergencia entre ellas fueron E. coli 078:HII y E. coli Oysenteriae (0.002 15 y 0.00276, 

respectivamente). Por lo tanto, existe una relación estrecha entre estas dos bacterias (Figura 11 , 

rama aI.2). Por otro lado, las especies del género Erwinia (E. carOlOvora y E. chlysanlhemi) 

presentaron una di stancia mayor (0.12954 y 0.13507, respectivamente) a la observada en E. coli 

078:Hll y E. coli Oysenteriae. Estos datos resultan interesantes debido a que estas dos especies 

son del mismo género, por lo tanto se esperaría una di stancia menor entre las secuencias. En el 

grupo B se clas iricaron las sero variedades Copenhageni y Lai de L. interrogans, 

Hardjobovi s de L. borgpe fersenii y Patoc de L. biflexa. Las serovariedades Copenhageni y Lai 

mostraron una estrecha relación (0.00229 y 0.00229, respectivamente), a diferencia de la 

serovariedad Hardjobovis (0.04342), aún más 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 señalar que en el mismo g rupo (B), también se clasifica la 

secuencia de X campeslris (rama b2), pero con una di vergenci a mayor (0.39970) al grupo de 

leptospiras (Figura 11). 

En el dendograma de homólogos de GspE, se pueden apreciar tres grupos (A, B y C) En el 

g rupo A se clasifican 7 bacteri as Gram negativas, la mayoría de las bacteri as (5) clasificadas en 

este grupo son enterobacterias, solamente no se clasificaron dentro de este grupo las 

enterobacterias E. coli K-12 y Yersinia (Figura 12). En la rama al se observó que hay una 

distancia estrecha entre E. coli 078:HII y E. coli Dysenteriae (0.00862 y 0.0 135 1, 

respectivamente). Entre especies del género Erwinia (E. carolovora y E. chrysanthemi) se observó 

que hay una dis tancia mayor (0. 10225 Y 0.09453, respecti vamente) comparando con E. coli 

078:H II y E. coli Dysenteriae. Estos datos resul tan interesantes nuevamente debido a que estas 

dos especies son del mismo género, por lo tanto se esperaría una di stancia menor entre las 

secuenci as . En el g rupo B a igual que en la Figura 11 , en la rama b 1.1.2.3 se cl asificaron las 

serovariedades Copenhageni y Lai de L. interrogans, Hardjobovis de L. borgpelersenii y Patoc de 

L. biflexa (Figura 12). Entre las leptospiras se apreció que existe una estrecha relación entre las 

serovariedades Copenhageni y Lai , relación aún más estrecha (0.00000 para ambas serovariedades) 

que la observada en la proteína GspD. Podríamos afirmar que, GspE tiene el mismo origen y no se 

han presentado cambios evolutivos en L. interrogans. Por otro lado se apreció una di vergencia con 

la secuencia de la serovariedad Hardjobovis (0.02889) y aún más di vergente la secuencia de Patoc 

(0. 14481) (Figura 12). En la rama bl.I .2 se clasificaron las secuencias del subgrupo de leptospiras 

(rama b1.1.2.3) y el subgrupo (bI.1.2.4) del género Pseudomonas (Ps. aeruginosa y Ps. pUlida) 

con Xanlhomonas , sin embargo éstas mostraron WJa mayor di vergencia (> 0.2). 

Por otro lado, la proteína GspE, está agrupada en dos grandes grupos, el primero incluye un 

g rupo, alinea a homólogos de VirB, TrbB y TadA, componentes del SST-IV, el segundo grupo 

incluye a los homólogos de Pi lB, GspE, PilT, PiIU, ComG, componentes del sistema de SST-II y 
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IV, más un grupo no caracterizado de las Archeo bacterias (Planet e l al., 2001). Los datos 

mostraron que los homólogos de la ATPasa agrupados en el SST-Il y el SST-IV comparten un 

ancestro común (Planet e l al., 200 1). En el caso de la secretina (GspD), resultaría interesante tratar 

de establecer ancestros comunes para las di stintas fami li as de proteínas con funciones de 

translocación de productos proteicos a través de las membranas de bacterias Gram positivas y 

negativas. 

La detección de dominios conservados, es una herramienta útil para saber si la proteína 

tiene homólogos. Al buscar dominios conservados en las secuencias de GspD y GspE, de la 

serovariedad Patoc se apreció que existen dos regiones conservadas probablemente relacionadas 

con procesos evolutivos, estructurales y funcionales de la proteína (Figuras 16 y 17). 

En la secuencia de GspD se apreció que el domino conservado se locali zan en la región 

carboxilo terminal, ésta determina la identidad entre las proteínas pertenecientes a la fami li a de las 

secretinas por ser la parte estructural de la proteína que se encuentra en el interior de la membrana 

extema y es la responsable de la formación del poro (Yen el al., 2002). La región amino terminal 

es la que se encuentra es el espacio periplásmico de la bacteria y es la región más variable (Yen el 

al. , 2002). En la secuencia de GspE, se distingue que el domino conservado está distribuido en la 

región central y sub-carboxilo terminal , debido a que en ésta región hay secuencias de aminoácidos 

fundamentales denominadas bloque de asparagina (Asp) y bloque de histidina (His), la primera 

región tiene un arreglo con residuos ácidos y conforman una cavidad (sitio) donde se desarrolla la 

acti vidad como ATPasa, similar a otras enzimas como las semejantes a RecA y TI helicasa 

(Robien el al. , 2003). El segundo bloque (l-Iis), presenta residuos conservados en la subfamilia de 

NTPasas, éste es un elemento expuesto de la proteína adyacente a la cavidad enzimática (sitio 

acti vo de ATPasa) y que actúa corno Wl censor de fosfatos (Robien el al., 2003). Dicha región 

conservada se aprecia en la serovariedad Patoc y en bacterias Gram negativas. 

En la predicción de la estructura secundaria, la posición de las hélices Cl y 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 y 14 hoj as p, en contraste solamente hay 9 hoj as p que concuerdan en la alineación, con 

las hojas p de las leptospiras patógenas . Por otro lado, con las bacterias Gram negativas solamente 

concuerdan 7 hojas p El promedio de las hoj as B en la familia de las secretinas es del2 (Yen el 

01., 2002), tomando en cuenta el número de hojas rl que concuerdan en las leptospiras (patógenas y 

apatógena), se podría afirmar que las secretinas de LeplOspira requieren de menos hoj as B Sin 

embargo, la secuencia de aminoácidos en la serovariedad Patoc revela la presencia de 14 hojas B, 

dos más del promedio de la familia de las secretinas. El número de hojas B es variable en K. oxylOca 

fueron demostradas 13 hoj as B en la proteína PulO (GspD) (Guilvout el al. , 1999). 

Se hace énfasis en las hojas B, porque son fundamen tales en todas las familias de las PM E 

relacionadas con la formación de canales o poros a través de la membrana y son las hojas B las que 

están conservadas en dichas proteínas, en contraste, la region expuesta en la superficie 

generalmente es la región más variable (Branden and Tooze, 1999; Koebnik el al. , 2000; Yen el 

01. , 2002). 

En GspE de la serovariedad Patoc se di sting uen In héli ces a y 13 hoj as p, de las cuales, 13 

hélices a concuerdan con la predicción de dichas estructuras en la secuencia de las serovariedades 

patógenas de Leplospira. Son II hoj as p en la serovariedad Patoc las que concuerdan con las 

secuencias en las leptospiras patógenas . Por otro lado, son 10 hélices a y 6 hoj as B de la 

serovariedad Patoc que concuerdan con dichas estructuras con más de tres bacterias Gram 

negativas. Con base en las alineaciones de homólogos y según el modelo de la ATPasa generado 

por Robien el al. (2003), la ATPasa tiene 14 hélices a (clasificadas de la A-N) y 15 hojas p Con 

estos datos, se podría afirmar que las leptospiras (patógenas y la apatónena) tienen el 92.8% de las 

hélices a y el 84.6% de hoj as p al compararlo con el modelo cristalizado de Robien el al. (2003) . 

Las es tructuras más importantes de toda la secuencia son las hélices Cl de la D a la 1 y las hoj as B de 

la 7 a la 12, dichas estructuras secundarias son las que conforman el sitio activo de la enzima 

(bloque Asp) y el censor de fosfatos (bloque His) (Robien el 01.,2003). 
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En la predicción de la estructura tridimensional, el programa de cómputo 3D-PSSM genera 

modelos tridimensionales con base en la búsqueda de homólogos en los bancos de datos como el 

del NCBI. Además de generar un análisis de la estructura secundaria, genera un modelo 

tridimensional comparándolo con modelos de proteínas que han sido previamente estudiadas 

mediante cristalografía (Kelley e l al. , 2000). Por este método, la proteína GspD no fue reconocida 

con ningún modelo, esto probablemente se debe a que los trabajos publicados en los bancos de 

datos no existen modelos establecidos para secretinas. Una razón de la ausencia de modelos 

cristalizados de este tipo de proteínas, es debido a que las PM E poseen regiones hidrofóbicas e 

hidrofilicas en la superficie de la proteína, además no son solubles en soluciones comúnmente 

utili zadas en cristalografia de proteínas. Sin embargo, pueden ser solubili zadas y purificadas a 

partir de algunos detergentes, como el octi lglucosido (Branden and Tooze, 1999). El proceso de 

Solubil ización de proteínas en detergentes y a partir de ahí purificarlas, es fundamental para 

generar material protéico necesario para cristalografia Este paso es importante debido a los 

componentes hidrofóbicos e hidrofili cos de los detergentes, interactúan con las partes hidrofóbicas 

e hidrofilicas de la superficie de la proteína, lo cual puede provocar errores en los resultados de la 

cristalografía de PME (Branden and Tooze, 1999). Sin embargo, se han logrado cristali zar PME 

como las porinas bacterianas por medio de rayos X de alta resolución (Branden and Tooze, 1999). 

También se han cristalizado proteínas del SST-Il como Eps (Robien et al ., 2003) Y EpsM 

(Abendroth el al., 2004) de Vibrio cholerae ("exlracellular prolein seerelion"). Por otro lado, la 

secuencia de GspE fue reconocida, con 95.0% de certeza con su homólogo en V cholerae EpsE, 

en un modelo establecido por cri stalografia (Robien el al., 2003). 

Los resultados del presente trabajo nos permiten comparar los di stintos loei gsp en las 

di stintas sera variedades del género Leplospira. Por WI lado, se sabe que los loei gsp en las 

serovariedades Copenhageni y Lai, son muy similares en el número de MAL, el !ocus gsp de estas 

dos serovariedades de L. inlerrogans esta conformado por 17 MAL (Figura 22), a diferencia de la 

serovariedad Hardjobovis de L. borgpelersenii, donde el !oeus está compuesto por 14 MAL. Esto 
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resulta interesante, ya que podría haber diferencias entre el número de MAL de los loei gsp entre 

las especies de Leplospira y 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 función 

tienen los tres MAL ( 15, 16 y l7 de L. inlerrogans) ausentes en la serovariedad Hardjobovis 

(L borgpelersenii)?, ¿Los MAL 15, 16 Y 17 presentes en las serovariedades Copen hagen i y 

Lai son fundamenta les para la especie L inlerrogans? y ¿L biflexa conservará la presencia y 

el orden de los MAL en su loeus gsp? (Figura 22). 

Al buscar homólogos de los distintos MAL que conforman el loci gsp de la serovariedad 

Patoc y de las leptospiras patógenas (Copenhageni , Hardjobovis y Lai) se puede apreciar que el 

locus gsp está compuesto por genes que probablemente codifican para: ATPasa, peptidasa, GspC, 

GspD, GspE, GspF, GspG, GspH, GspI, GspJ, GspK y PilM (Cuadro 13). Estas proetínas son 

fundamentales, ya que GspE, F, L, Y M (GspL aprantemente ausente en leptospiras) regulan las 

secreción extracelular y forman una plataforma en la membrana interna. Además, la proteína GspE 

tiene la función de hidrolizar el ATP y estas proteínas interaccionan con la membrana externa 

mediante Gspc. Las proteínas GspG, H, 1, J Y K son las encargadas de la formación del pi/us, 

también ll amadas pseudopilinas y son procesadas por GspO. La mayoría de dichas proteínas 

(GspC, E, F, G, H, 1, J, K, L, M, N, O) se localizan en la membrana interna o en el periplasma y 

están relacionadas con la membrana interna, excepto GspD, que forma el poro o canal de secreción 

a través de la membrana externa (Lee and Schneewind, 2001 ; Sandkvist, 2001 b). Cabe señalar que 

aparentemente, en LeplOspira, están ausentes los genes que codifican para las proteínas GspL, N y 

O (Figura 22) 

Hay diferencias en la serovariedad Copenhageni en la organización del locus gsp, en donde 

el MAL que codifica para GspJ 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 patógenas 

Copenhageni, Hardjobovis y Lai , el MAL 9 codifica para la pseudopilina Gspl con 34.0%, 31.0% 
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y 35.0% de identidad respectivamente con respecto a Gspl de Dehalococcus spp (Copenhagen i y 

Lai) y Ralslonia melallidllrans (Hardjobovis); sin embargo, dichas secuencias también tienen 

identidad, pero en menor grado, con la pseudopilina GspH (3 1.0%, 31.0% Y 34.0%, 

respectivamente). El MAL 10 de la serovariedad Copenhageni codilíca para pseudopi lina GspG 

(39.0%), en menor grado se obervó una identidad de 23.0% para Gspl En la serovariedad 

Hardjobovis el mismo MAL (MAL 10, GspJ) muestra identidad de 28.0% con una pilina del SST

IV de Legionella pnellmophila (Cuadro 13). 

A partir del MAL 13, no se encuentran genes que estén claramente asociados al SST-ll , sin 

embargo hay una alta identidad (~86 . 0%) entre los primeros 14 MAL de las leptospi ras patógenas. 

Es importante señalar que los MAL 14, 15 Y 16 de Copenhageni ; los MAL 14 Y 15 de Lai ; así 

como los MAL 13 Y 14 de Hardjobovis. No encontraron ningun homólogo en el banco de datos de 

la NCBI (Cuadro 13 y 14). 

Cabe señalar que, los genes codificados para proteínas de GspC, D, E Y F (GspC, F 

parciales) de la serovariedad Patoc de f.. hiflexa, manti enen una identidad de alrededor del óo.O% 

con los homólogos de las leptospiras patógenas y aparentemente, el /ocus tiene la secuencia de los 

MAL igual al de las serovariedades patógenas (Cuadro 14). Por otro lado, resulta interesante que 

el gen antes del locus gsp en las tres serovariedades patógenas, codifica para una quelatasa del 

magnesio (Cuadro 13). En contraste, las tres serovariedades patógenas, el gen que esta después del 

locus es di stinto, en Copenhageni el gen codificado a proteína mostró 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 japoniclIm y en Hardjobovis hubo una 

identidad del 54.0% con una tTansposasa de PorphyromonGs gingivalis (Cuadro 13). 

Estos datos sugieren que los distintos MAL tienen secuencias conservadas con otros 

homólogos del SST-ll y SST-IV. Sin embargo, faltan estudios funcionales que le den identidad a 

cada uno de los MAL dentro del SST-ll del género LeplOspira. 
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El conocimiento de las secuencias de los genes del SST-Il de L. biflexa serovariedad Patoc, 

gspD y gspE, abre la posibilidad para revelar la secuencia completa a corto plazo, dellocus gsp en 

este organismo. De igual forma, permitirá iniciar ensayos de mutagénesis dirigida sobre la 

supuesta secretina, GspD, para evaluar así su papel en la secreción de proteínas en el metaboli smo 

de LeplOspira, en la adaptabilidad a fuentes de nutrimentos y supervivencia bajo di stintas 

condiciones ambientales. Finalmente, en forma indirecta, nos podrá ayudar al entendimiento del 

papel que este sistema (en particular la secretina) juega en la secreción de productos proteicos en 

leptospiras patógenas así como la potencial función en la patogenicidad e inmunogenicidad de 

Leplospira. 

La leptospirosis es una enfermedad zoonótica emergente que se presenta en di stintas partes 

del mundo, particularmente en aquellos países que tienen clima húmedo (Bharti el al. , 200 1; 

Hartskeerl , 2005). Se caracteriza por ser una enfermedad de dificil di agnóstico y cuyas estrategias 

de vacunación no están entendidas del todo (Ell is, 2005; Hartskeerl , 2005). El estudio de la 

genómica y proteómica de l.e{JlOs{Jira, prometen ser la herramienta para el entendimiento de la 

patogénesis de la leptospirosis y para el desarrollo de mejores inmtIDógenos, como por ejemplo 

vacunas recombinantes, con protección cruzada para el control de esta enfermedad (Hartskeerl , 

2005). En la actualidad, son escasas las herramientas para manipulación genética de Leplospira. La 

caracterización de los leptofagos LE 1, LE2 Y LE3 Y la construcción de vectores de tránsi to 

("shullle veclor") y vectores suicidas han resultado ser herramientas útiles para entender la [unción 

de algunos procesos metabólicos y estructuras como el endoflagelo (Saint Girons el al., 1990; 

Saint Girons el al., 2000; Zuemer el al., 2000; Picardeau el al. , 200 I l. Más recientemente, se ha 

logrado mutar leptospiras patógenas L. inlerrogans, utilizando un transposón mariner (Himarll 

creruldo una colección de Illutrulles al azru' (Bourhy el al. , 2005). 
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9 CONCLUSIONES 

9.1 Se identificaron los genes que codifican para GspD y GspE en L. biflexa serovariedad Patoc, 

adicionalmente, también se identificaron parcialmente los genes que codifican para GspC y GspF, 

genes que también constituyen ellocus gsp en bacterias Gram negativas. 

9.2 Los genes gspD y gspE de la serovariedad Patoc presentaron una identidad por regiones, con 

sus homólogos en leptospiras patógenas de 72.0% al 88.0% y una identidad global del 59.0%. 

9.3 Las secuencias de aminoácidos de GspD y GspE de la serovariedad Patoc presentaron una 

identidad con sus homólogos en leptospiras patógenas de alrededor de 61.0% (± 1.0%) en GspD y 

de 71.0% (+ 1.0%) en GspE. 

9.3 La predicción de la estructura terciaria de gspE de la serovariedad Patoc, reveló que es muy 

similar a las A TPasa (EpsE) de Vibrio cholerae. 

105 



Loci gsp 
Región 1,929,725-1 ,934,922 

L. interrogans serovariedad Copenhageni. Locus gsp 

1 2 3 gspD gspE gspF gspG 8 9 1 11 12 13 14 15 16 17 
~ ~ ... ~ ... ~.~~,o¡ .......... ~ ...... ~ ....... .¡.~~ •• -•• ~._ ... ~ .. ~ .. 

456 7 

L. interrogans serovariedad Hardjo (Hardjobovis). l ocus gsp 

1 2 3 
gspD gspE gspF gspG 

8 9 10 12 13 

\ • • • 
4 5 6 7 

-,. 
L interrogans serovariedad Lai. locus eps 

Región 2,346,505 -
2,352,615 

(gsp) 

2 eps epsE epsF .... epsG 8 9 11 14 15 16 17 

a 3 4 5 6 7 

Figura 22. Orientación de los MAL del los loei gsp de las serovariedades Copenhageni, Hardjobovis y 
Lai. Se muestra et sitio relativo que ocupan estos toci en el cromosoma (CI). (NCBI acceso número: NC 
005823 y 004242; de la Peña-Moctezuma el al., 2002). Esta figura se complementa con el Cuadro 5. 
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Cuadro 13. Marcos abiert os de lectura (MAL) que codifican para las proteínas que 
constituyen los loei g~p 

IV1"'H ':US aUtt:JlUS UC 1t:~lUHl \IV1A.L) 4ut: L:UUllu.:au VaH' las pIU lf.:amlS quc L:UU.:s UlUy l::lI lOS Wc:¡ };;}P 

de las scrovariedadcs Copcnhagclli , Hardjobovis, Lai y Paloc; con sus homólogos de las distintas 
proteínas del NCBl. En la scrovaricdad Hardjobovis sólo consta de 14 MAL a diferencia 
Copenhagcni y Laí que están constituidos por 17 MAL. Adicionalmente y de fonna comparativa, 
se muestra en la última columna el loclIs gsp en Escherichia coli K-12 (NCBI). Cada celda 
contiene la infonnación: número del MAL con base en el lugar que ocupa en el loel/s; número 
aminoácidos (aa) de la proteína; porcentaje de identidad seguido del porcentaje de similitud de la 
proteína; nombre de la proteína con la que hubo identidad; entre paréntesis el número (aa) que 
alinearon; género y especie de la bacteria con la que hubo identidad. MAL A = el MAL antes del 
loclIs gsp; MAL D = el MAL después del loclIs gsp; NH = no se encontró homólogo NP = gen 
no presente en el/oci. 
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Cuadro 14. I'orcentaje de identillad entre las proteínas codificadas por los disUntos MAL delloei 
gsp de Leptospim 

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 SI 
2 Hb 286 3 Lai 494 SI 2 Lai 178 3 Hb 209 SI 

1 1 Cop 124 2 Lai 124 99 10 1 Cop 214 2 Lai 214 100 
1 Cop 124 3 Hb 124 90 1 Cop 214 3 Hb 212 SS 
2 Lai 124 3 Hb 124 91 2 Lai 214 3 Hb 212 S8 

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 Hb 301 87 1 Cop 540 3 Hb 541 87 
1 Cop 302 4 Patoe 124 65 2 Lai 540 3 Hb 541 87 
2 Lai 302 3 Hb 301 87 
2 Lai 302 4 Patoe 124 65 
3 Hb 301 4 Patoe 1 24 64 

4 1 Cop 596 2 Lai 615 100 13 1 Cop 175 2 Lai 175 100 
1 Cop 596 3 Hb 598 91 1 Cop 175 3 Hb 175 89 
1 Cop 596 4 Patoe 595 61 2 Lai 175 3 Hb 175 89 
2 Lai 615 3 Hb 598 91 
2 Lai 615 4 Patoe 595 61 
3 Hb 598 4 Patoe 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 Patoe 558 71 2 Lai 313 3 Hb 308 S6 
2 Lai 557 3 Hb 557 94 
2 Lai 557 4 Patoe 558 71 
3 Hb 557 4 Patoe 558 72 

6 1 Cop 408 2 Lai 4 08 100 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 Patoe 322 64 2 LaiA 41 3 LaiB 40 10 

2 Lai 408 3 Hb 4 08 95 
2 Lai 408 4 Patoe 322 64 
3 Hb 408 4 Patoe 322 64 

7 1 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 1 89 91 
2 Lai 189 3 Hb 189 91 

Porcentaje de identidad entTe las proteínas codificadas por los di stintos MAL del loei gsp en las 
serovariedades Copenhageni y Lai de L. inlerrogans; Hardjobovis de L. borgpelersenii y Patoc de 
L. biflexa, mediante el programa de cómputo ClustalW. Los MAL 4 Y 5 corresponden a GspD y 
GspE, se incluyeron las secuencias parciales de la serovariedad Patoc de GspC y GspF (MAL 3 Y 
6 respectivamente), para obtener identidades con las otras serovariedades de LeplOspira. La 
serovariedad Hardjobovis solo consta de 14 MAL. MAL A = corresponde a un gen que codifica 
para una quelatasa que está antes de locus de gsp, presente en las tTes serovariedades patógenas de 
Leplospira 
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APÉNDICE l 

Medio de fracción V de a lbúmina sé rica bovina-polisorbato 80 EMJH (Myers, 1985). 

Albúmina sérica bovina-polisorbato 
(EMJH) 

• Medio basal: 
Agua desti lada 
Fosfato disódico, anhidro (Na2HPO.)' 
Fosfato monopotás ico (KH2P04)' 

Cloruro de sodio (NaCl) ' 
Cloruro de amonio (NH.CI)' 
Tiamina HCL (Vi tamina, BI)' 
Piruvato de sodio (CH3COCOONa)2 
Gl icerina (CH3H,-OH3i 
(esteri lizar por autoclave) 

• pH 7.2 - 7.4. 
• Una vez esterilizada la base, dejar enfriar y 
posteriormente adicionar el supl emento. 

• Suplemento de albúmina (esterilizar por 
filtración): 
Agua 
Al búmina sérica bovina4 

Cloruro de calcio (CaCI2 2H20)3 
Cloruro de magnesio (MgCI2 6H20)3 
Sulfato de zi nc (2nSO. 7H20)3 
Sulfato ferroso (FeSO. 7H20)3 
Cianocobalamina (Vitamina, B12/ 
Poli sorbato 80 (Tween) 
c.b.p. 100 rnl . 

• La fi ltración: primero con membrana de 
0.65, 0.45 Y tinalmente con 0.22 ~m.; 

1 Base para medio EMJH, Difco TM, EUA. 
, Fluka AG SUiZ¿1 
3 JT Baker 'EUA . 
4 SIGMA Aldrich, EUA. 
, Millipore, EUA. 

Proporciones: 

900 mI 

1.0 g 
0.3 g 
1.0 g 
10 mI (solución stock 25.0gl1 OOml) 
1.0 mi (solución stock 5.0gl I00ml) 
1. 0 mi (solución stock 10.0gl I00ml) 
1.0 rnl (solución stock 10gl100rnl) 

50.0 rnl 
1O.0g 
1. 0 mi (solución stock 1.5g1 100rnl) 
1.0 mi (solución stock 1.5g1100ml) 
1. 0 mi (solución stock 0.4g11 OOml) 
10. O mI (sol ución stock 0.5g11 OOml) 
1.0 mi (solución stock 0.02 gi l OOml) 
12.5 mI (solución slock O.Ogl IOOml) 
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Medios para cultivo de leptospiras Proporciones 
Fletchcr 
Peptona 0.3 g 
Extracto de carne 0.2 g 
Cloruro de sodio (NaCl) 0.5 g 
Agar 1.5 g 
Agua destilada nOml 
Suero de conejo 3 a 10% 

Stllar! 
L-asparagina 0. 132 g 
Cloruro de amonio (NH,CI) 0.286 g 
Cloruro de magnesio (MgCh 6H2O) OA06 g 
Cloruro de sodio (NaCI) 1.808 g 
Fosfato di sódico (Na2HPO, ) 0.666 g 
Fosfato monopotásico (KH2PO,) 0.087 g 
Rojo de fenal 0.01 g 
Agua destilada 995 mI 
Glicerina 5 mI 
Suero de conejo 8a 10% 

Korthof 
Peptona 0.8 g 
Cloruro de sodio (NaCI) lA g 
Bicarbonato de sod io (NaCHO,) 0.02 g 
Cloruro de potasio (KCI) 0.04 g 
Cloruro de calcio (CaC!,) 0.04 g 
Fosfato mono potásico (KH2PO,) 0.24 g 
Fosfato disódico (Na2HPO,) 0.88 g 
Agua destilada 1,000 mI 
Suero de conejo 8a 10% 

Fórmulas y proporciones para elaborar los medios Fletcher, Stuart y Korthof. El suero de conejo 
debe esteri lizarse por filtración (0.45 ¡.tm y 0.22 ¡.tm) e inactivarse a 56° C durante 30 mino El 
agua con las sales debe esteri lizarse aparte por autoclaveado antes de adicionar el suero (Myers, 
1985). 
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Soluciones (Ausubel el al., 1993): 

Cloruro de sodio 5 M (NaCl). I 

En 1,000 mi disolver 

292 g NaCl 

Esteri lizar por autoclave 

Bromuro de etidio (10 mg/ml)2 

Disolver 0.2 g en 20 mi de H20 

Mezclar y almacenar en oscuridad 

APÉNDICE II 

Buffer TE (Tris - ácido acético-EDT A). 

En 1,000 mi di solver: 

24.2g 

5.71 mi 

37.2 g 

Esteri lizar por autoclave 

Geles de Agarosa 

Tris base3 

acido acético glacial (O. 2M) (CH3COOH)4 

Eti len dinitrilo tetracetato di sódico (NaCIOHI4N20st 

Disolver agarosa en buffer TE para obtener una dilución al 1.0% (300mg: 30ml). Calentar en 

horno de microondas hasta que se di suelva por completo. 

Posteriormente, adicionar 11-11 de solución de bromuro de etidio, I I-Ig por cada I O mi buffer TE 

Solución de acetato de sodio 3M 

En 100 mi de H20 adicionar: 

40.8 g acetato de sodio' 

Aj ustar pH 4.8 con ácido clorhídrico (lO M) 

Solución de CT AB / NaCl solución 

I JT Baker, EUA. 
' GIB O BRL, EUA. 
3 lnvitrogcn, EUA 
, JT Baker EUA. 
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Disolver 4 .1 g NaCl' en 80 ml H20 

Adicionar 10 g de bromuro de cetil trimeti lamonio (CTAB)5 

Mezclar a una temperatura de 65"-

Aj uslar vol umen final a 100 m!. 

Esterili zar por autoclave 

Fenol equilibrado 

Temporizar el fenol a temperatura ambiente. 

Añadir 8-hidroxiquinoleína hasta una concentración final de 0. 1% (0. 1 g por cada 100 mI). 

Añadir un volumen de Tis-HCI 1 M pH 8, agitar constantemente hasta que el renol alcance cercano 

apH 8. 

Cuando se haya equil ibrado, retirar la fase acuosa (3-4 h) y añadir un volumen de Tis-CHI 0.1 M 

hasta que el renol este a un pH 8. 

Se conserva protegido de la luz con una capa acuosa de Tis-HCI 0. 1 M más 0.2% de B
mercaptoetanol , pH 8 a 4° C. 

, SIGMA AIdrich, EVA. 
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APÉNDICE 111 

Bacteria LoclIs Número de acceso NCBI 
A. hydrophila exe X66504 
B. pseudomallei f!.sp BX57 1965 y NC 006350' 
E. chrvsanthemi out X65265 
E carO/ovora OUl BX95085I 
E. coli K-12 f!.Sp U00096 y AAC76350' 
E. coli O 157:H7 f!.SP AY056599 
G. sulfurreducens f!.Sp AE0l7l80 
K. pneumoniae pul M326 13 
L. pneumophila Isp AEOl7354 
L. interrogans gsp CN005823 
SV. Copenhageni 
L. inlerrogans gsp CN004342 
SV. Lai 
L. biflexa gsp DQ489375 y DQ489376 
SV. Paloe 
Ps. aeruf!.inosa f!.Sp AE004934 
Ps. PUlida pi I AEOl5451 
E. coli Dysenleriae gsp CPOOO034 
V cholerae eps L33796 y lP9R' 
X mmpeslris xps y f!.sp AEOl2165 y AE012532* 
Y. pestis gsp AJ414144 

Bacterias donde se han identificado genes del loel/s gsp, con las cuales se 
realizaron análisis de identidad con genes homólogos en Leptospira. Los 
números de acceso corresponden al GenBank del NC BI , excepto 
en V. cholerae donde el segundo número (gspE) de acceso corresponde a 
Protein Data Bank (www.rcsb.orglpdb).SV = serovariedad, *= primer número de 
acceso corresponde para gspD y el segundo para gspE. 
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APÉ DICE IV 

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

segA Name Len (aa) seqB Name Len (aa) Score ................................................................. 
1 Patee 595 2 Copenhageni 596 61 
1 Patee 595 3 Hardjo 598 60 
1 Patee 595 4 Lai 615 61 
1 Patee 595 7 Echrysanthemi 709 26 
1 Patee 595 8 Ecoli 078Hl1 616 2 4 
1 Patee 595 9 Ecolik12 650 26 
1 Patee 595 10 Ecarot ovora 650 25 
1 Patee 595 11 Klebsiella 660 25 
1 Patee 595 12 Le9iooe11a 790 21 
1 Patee 595 14 Psputida 591 21 
1 Patoe 5 95 15 shigella 611 23 
2 Copenhageni 596 3 Hardjo 598 91 
2 copenhageni 596 4 Lai 615 100 
2 Copenhageni 596 7 Echrysanthemi 709 n 
2 copenhageni 596 8 Ecolio78Hll 616 23 
2 Copenhag eni 596 9 Ecolik12 650 23 
2 copenhageni 596 10 Ecarotovora 650 23 
2 Copenhag eni 596 11 Klebsiella 660 2 4 
2 Copenhageni 596 12 Le9 i o oe11a 790 22 
2 Copenhag eni 596 14 Psputida 591 24 
2 Copenhageni 596 15 Shigella 611 24 
3 Hardj o 598 4 Lai 615 91 
3 Hardjo 598 7 Echrysanthemi 709 21 , Hardj o 598 8 Ecolio78Hll 61. " 3 Hardjo 598 9 Ecolik12 650 22 
3 Hardjo 5 9. 10 Ecarotovora 650 23 
3 Hardj o 59. 11 Klebsiella 660 24 
3 Hardjo 59. 12 Legionella 790 22 
3 Hardj o 59. 14 Psputida 591 24 
3 Hardjo 59. 15 Shige11a 611 24 
4 Lai Gl!> 7 Echrysanthemi 709 22 
4 Lai 615 • Eco1i 078H11 616 22 
4 La i 615 9 Ecolik12 6 50 22 
4 Lai 615 10 Ecarotovora 650 23 
4 Lai 615 11 Klebsiella 660 24 

• La i 615 12 Legione11a 790 21 
4 Lai 615 14 Psputida 591 24 
4 Lai 615 15 Shigel1a 611 23 
7 Echrysanthemi 709 • Ecoli078H11 6 16 42 
7 Echrysanthemi 709 9 Eco1 ik12 650 51 
7 Echrysanthemi 709 10 Ecarotovora 650 73 
7 Echrysanthemi 7 09 11 Klebsiella 660 66 
7 Echrysanthemi 709 12 Legione11a 790 28 
7 Echrysanthemi 709 14 Psputida 591 3 1 
7 Echrysanthemi 709 15 Shige11a 611 42 

• Ecoli078Hll 616 9 Ecollk12 650 43 

• Ecoli 078H11 616 10 Ecarotovora 650 41 

• Eco l i 078H11 6 16 11 Klebsiella 660 42 

• Ecoli 078H11 616 12 Legi one11a 790 31 

• Eco l i 078H11 6 16 14 Psputida 591 3 1 

• Ec:oli07BH11 611'; '5 ShigQl h 611 .9 
9 Ecolik12 650 10 Ecarot ovo ra 650 51 
9 Eco1ik12 650 11 Klebsiella 660 52 
9 Ecol ik12 650 1 2 Legionella 790 29 
9 Eco1ik12 650 14 Psputida 591 29 
9 Ecolik12 650 15 Shige11a 611 4 3 
10 Ecarotovora 650 11 Klebsiella 660 73 
10 Ecarotovora 6 50 1 2 Legione1la 790 27 
10 Ecarotovora 650 14 Psputida 591 3 1 
10 Ecarot ovora 650 15 Shigella 611 41 
11 K1ebsiella 660 12 Legionella 790 26 
11 Klebsiella 660 14 Psputida 591 31 
11 Klebsiella 660 15 s hige lla 611 42 
12 Legionella 790 14 Psputida 591 25 
12 Legionella 790 15 Shigella 611 3 1 
14 Psputida 591 15 Shigel1a 611 30 
================================================================= 

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

SeqA Name en(aa) SeqB Name Len (aa) Score 

-----------------------------------------------------------------1 Patoe 558 2 Copenhageni 557 71 
1 Patoe 558 3 Hardjobovis 557 72 
1 Patoe 558 4 Lai 557 71 
1 Patoe 558 5 Ahydrophi la 501 42 
1 Patoe 558 6 Burkholderia 497 41 
1 Patoe 558 7 Ecoli078Hl1 497 41 
1 Patoe 558 8 EcoliK12 493 41 
1 Patoe 558 9 Ecarotovora 498 40 
1 Patoe 558 10 Echrysanthemi 498 41 
1 Patoe 558 11 Klebeiella 497 40 
1 Patoe 558 12 Legionella 494 41 
1 Patoe 558 13 Psaeruginosa 594 33 
1 Patoe 558 14 Psputida 556 30 
1 Patoe 558 15 Shigella 497 40 
1 Patoe 558 16 Vcholera 418 48 
1 Patoe 558 17 Xanthomonas 603 34 
1 Patoe 558 18 Yersinia 503 40 
2 Copenhageni 557 3 Hardjobovis 557 94 
2 Copenhageni 557 4 Lai 557 100 
2 Copenhageni 557 S Ahydrophi la 501 41 
2 Copenhageni 557 6 Burkholderia 497 42 
2 Copenhageni 557 7 Ecoli07BH11 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 43 
2 Copenhageni 557 16 Vcholera 418 49 
2 Copenhageni 557 17 Xanthomonas 603 34 
2 Copenhageni 557 18 Yersinia 503 41 
3 Hardjobovis 557 4 Lai 557 94 
3 Hardjobovis 557 S Ahydrophi la 501 41 
3 Hardjobovis 557 6 Burkholderia 497 43 
3 Hardjobovis 557 7 Ecoli079Hl1 497 44 
3 Hardjobovis 557 8 EcoliK12 493 41 
3 Hardjobovis 557 9 Ecarotovora 498 42 
3 Hardjobovis 557 10 Echrysanthemi 498 4 2 
3 Hardjobovis 557 11 Klebsiella 497 43 
3 Hardjobovis 557 12 Legionella 494 42 
3 Hardjobovis 557 13 Psaeruginosa 594 36 
3 Hardjobovis 557 14 Psputida 556 31 
3 Hardj obovis 557 15 Shigella 497 43 
3 Hardjobovis 557 16 Vcholera 418 48 
3 Hardjobovis 557 17 Xanthomonas 603 34 
3 Hardjobovis 557 18 Yersinia 503 41 
4 Lai 557 S Ahydrophi la 501 41 
4 Lai 557 6 Burkholderia 497 42 
4 Lai 557 7 Ecoli0 7BH11 497 43 
4 Lai 557 8 EcoliK12 493 41 
4 Lai 557 9 Ecarotovora 498 43 
4 Lai 557 10 Echrysanthemi 498 42 
4 Lai 557 11 Klebsiella 4 97 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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5 Ahydrophila 501 6 Burkholderi a 497 50 
5 Ahydrophila 501 7 Ecoli07BHl1 497 64 
5 Ahydrophila 501 9 EcoliK12 493 55 
5 Ahydrophila 501 9 Ecarotovora 199 66 
5 Ahydrophila 501 10 Echrysanthemi 499 67 
5 Ahydrophila 501 11 Klebsiella 497 64 
5 Ahydrophila 501 12 Legionella 494 55 
5 Ahydrophila 501 13 Psaeruginosa 594 36 
5 Ahydrophila 501 14 Psputida 556 35 
5 Ahydrophila 501 15 Shigella 497 63 
5 Ahydrophila 501 16 Vcholera 419 71 
5 Ahydrophila 501 17 Xanthomonas 603 41 
5 Ahydrophila 501 19 Yersinia 503 52 
6 Burkholderia 497 7 Ecoli07BHl1 497 50 
6 Burkholderia 497 9 EcoliK12 493 46 
6 Burkholderia 497 9 Ecarotovora 499 49 
6 Burkholderia 497 10 Echrysanthemi 499 52 
6 Burkholderia 497 11 Klebsiella 497 51 
6 Burkholderia 497 12 Legionella 494 49 
6 Burkholderia 497 13 Psaeruginosa 594 37 
6 Burkholderia 497 14 Psputida 556 39 
6 Burkholderia 497 15 Shigella 497 49 
6 Burkholderia 497 16 Vcholera 419 56 
6 Burkholderia 497 17 Xanthomonas 603 42 
6 Burkholderia 497 19 Yersinia 503 43 
7 Ecoli07BHl1 497 9 EcoliK12 493 55 
7 Ecoli07BHl1 497 9 Ecarotovora 499 60 
7 Ecoli07BHl1 497 10 Echrysanthemi 499 61 
7 Ecoli078Hl1 497 11 Klebsiella 497 59 
7 Ecoli078Hl1 497 12 Legionella 494 55 
7 Ecoli078Hl1 497 13 Psaeruginosa 594 37 
7 Ecoli078Hl1 497 14 Psputida 556 39 
7 Ecoli078Hl1 497 15 Shigella 497 97 
7 Ecoli078Hl1 497 16 Vcholera 419 68 
7 Ecoli078Hl1 497 17 Xanthomonas 603 39 
7 Ecoli07BH11 497 19 Yersinia 503 49 
9 EcoliK12 493 9 Ecarotovora 499 57 
9 EcoliK12 493 10 Echrysanthemi 499 55 
9 Ecol iK12 493 11 Klebsiella 497 55 
9 EcoliK12 493 12 Legi onella 494 49 
9 EcoliK12 493 13 Psaeruginosa 594 34 
9 EcoliK12 493 14 Psputida 556 35 
9 EcoliK12 493 15 Shigella 497 55 
9 EcoliK12 493 16 Vcholera 419 61 
9 EcoliK12 493 17 Xanthomonas 603 35 
9 EcoliK12 493 19 Yersinia 503 49 
9 Ecarotovora 499 10 Echrysanthemi 499 90 
9 Ecarotovora 499 11 Klebsiella 497 72 
9 Ecarotovora 499 12 Legionella 494 54 
9 Ecarotovora 499 13 Psaeruginosa 594 36 
9 Ecarotovora 499 14 Psputida 556 35 
9 Ecarotovora 499 15 Shigella 497 60 
9 Ecarotovora 499 16 Vcholera 419 64 
9 Ecarotovora 499 17 Xanthomonas 603 35 
9 Ecarotovora 499 19 Yersinia 503 55 
1 0 Echrysanthemi 499 11 Klebsiella 497 72 
10 Echrysanthemi 499 12 Legionella 494 55 
10 Echrysanthemi 499 13 Psaeruginosu 594 36 
10 Echrysanthemi 499 14 Psputida 556 39 
10 Echrysanthemi 499 15 Shigella 497 60 
10 Echrysanthemi 499 16 Vcholera 419 67 
10 Echrysanthemi 499 17 Xanthomonas 603 39 
10 Echrysanthemi 499 19 Yersinia 503 54 
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11 Klebsiella 497 12 Legionella 494 53 
11 Klebsiella 497 13 Psaeruginosa 594 37 
11 Klebsiella 197 11 Peputida 556 31 
11 Klehsiella 497 15 Shigella 497 58 
11 Klehsiella 497 16 Vcholera 418 62 
11 Klebsiella 497 17 Xan chomonas 603 38 
11 Klebsiella 497 18 Yersinia 503 53 
12 Legionella 494 13 Psaeruginosa 594 37 
12 Legionella 494 14 Psputida 556 35 
12 Legionella 494 15 Shigella 497 54 
12 Legionella 494 16 Vcholera 418 60 
12 Legionella 191 17 Xanthomonas 603 38 
12 Legionella 494 18 Yersinia 503 46 
13 Psaeruginosa 594 14 Psputida 556 57 
13 Psaeruginosa 594 15 Shigella 497 36 
13 Psaeruginosa 594 16 Vcholera 418 42 
13 Psaeruginosa 594 17 Xan Chomonas 603 55 
13 Psaeruginosa 594 18 Yersinia 503 33 
14 Psputida 556 15 Shigella 497 38 
14 Psputida 556 16 Vcholera 418 39 
11 Psputida 556 17 Xanthomonas 603 51 
14 Psputida 556 18 Yersinia 503 32 
15 Shigella 497 16 Vcholera 418 67 
15 Shigella 497 17 Xan chomonas 603 38 
15 Shigella 497 18 Yersinia 503 50 
16 Vcholera 418 17 Xan Chomonas 603 42 
16 Vcholera 418 18 Yersinia 503 57 
17 Xanthomonas 603 18 Yersinia 503 33 
================================================================= 

Loci gsp 
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