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INTRODUCCION

Los bacteriéfagos son virus pardsitos intraceluniares obligados que
infectan a bacterias. Su parasitismo es a nivel genético ya que para su
multiplicacion intracelular requieren de la maquinaria bacteriana de
replicacion, transcripcion y traduccion. Los bacteriéfagos se dividen en dos
tipos, segin su ciclo de vida: liticos y temperados. Los liticos son aquellos
que matan a toda bacteria que infectan, liberando, en promedio, alrededor de
200 fagos por cada bacteria infectada. Los temperados pueden seguir
cualquiera de dos vias mutuamente excluyentes: la litica o la lisogénica
(Echols, H., 1972). Debido a que cuando los bacteriéfagos se multiplican en
lag bacterias las lisan, se podria pensar que en algin momento podrian
acabar con ellas, condenandose a desaparecer. No obstante, fagos y bacterias
establecen varios equilibrios presa-predador (Echols, H., 1979) y en
_ocasiones son benéficos para las bacterias, a través del fendmeno de la
conversion lisogénica, que consiste en la adquisicion bacteriana de nuevas
caracteristicas fenotipicas mediadada por un profago (Barksdale, L. & S.B.
Arden, 1974). La conversion lisogénica sélo puede llevarse a cabo por los
fagos temperados, capaces de lisogenizar. El bacteriéfago temperado mejor

estudiado es el fago A, que infecta a Escherichia coli.



A esta compuesto por aproximadamente 50% de proteinas y 50% de
DNA de doble cadena. El tamafio de su genoma es de 48,502 pb, que
corresponden a una masa de 32 X 10° Da. La molécula de DNA esta
contenida en una capside icosahédrica de 0.055 p de diametro que se
encuentra unida a una cola tubular de 0.15 p de longitud. El DNA de A posee
extremos cohesivos de cadena sencilla (12 b) en ambos extremos 5° que le
permiten circularizarse después de la inyeccidn a la célula (Hershey, et al.,
1963; Young, E.-T. & R.L. Sinsheimer, 1964). El genoma de A expresa
aproximadamente 50 proteinas (Szybalski, E. & W. Szybalski, 1979). Los
genes de A estan agrupados como unidades funcionales, cuya localizacion en

el genoma refleja su orden de expresion temporal (Figura 1).

Cabeza y cola Recombinacion Reguiacion Replic Lisis

A ! b2 att int red N «cl opP QS R

Figura 1. Los genes de A se encuentran agrupados por funcién en su
genoma.

El bacteriofago temperado A puede seguir cualquiera de dos vias
mutuamente excluyentes: el ciclo litico o el ciclo lisogénico (Echols, H.,
1972)}. Para ci ciclo litico se requiere la expresion de los genes Oy P (para

¢l inicio de la replicacion del DNA viral) y de los genes A-J (alrededor de 20
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genes para cabeza y cola) y de los genes de lisis Sy R (lisis de la membrana
y de la pared celular, respectivamente). Para el ciclo de vida lisogénico se
necesita la expresion de los genes im¢ (cuyo producto promueve la
integracion del cromosoma viral al bacteriano) y ¢l (el cual codifica al

represor, que reprime la expresion de los genes estructurales y de lisis).

Los genes de A que no se requieren para lisis ni para lisogenia se
denominan accesorios (Court y Oppenheim, 1983). Estos se encuentran
distribuidos en varias partes del genoma. El segmento mayor de DNA
dispensable corresponde a 33% del genoma, entre el gen J y el gen N (ver
figura 2 ). Este segmento incluye a los genes de la regién &, a la izquierda de
att, y los genes del operdn P a la derecha de att. El gen rex (situado
inmediatamente a la izquierda de ¢I) tampoco se requiere para la formacion
de placas liticas. Otra regidn dispensable del genoma de A se encuentra
situada a la derecha de los genes O y P; la delecion de un segmento de 2.8
kb (delecion ninS) en esta regién no tiéne efecto alguno sobre el desarrollo
del fago. Por tiltimo, hasta hace poco no se habian localizado genes en las
fltimas 2 kb del extremo derecho del genoma de A (a la derecha del gen R)
(Herndndez, V.J. et al,, 1985). Recientemente se ha demostrado que dos de

los genes "accesorios" de A cf gen Jom, situado inmediamente a la derecha



del gen J, y el gen bor, localizado a la derecha de R (Figura 2), se expresan
en la liségena y codifican para proteinas de membrana externa que estdn
imphicadas en la conversién de dos propiedades de virulencia: Bor en la
resistencia al efecto bactericida del suero (Barondess y Beckwith, 1990) y
Lom en la adhesion de 1a lisdgena a células bucoepiteliales humanas (Garcia,

O.etal, 1996., Vaca, S. et al., 1997).

A Jlom b att int cIII[ N POL cI POz cro . cll op ‘Q Pr ‘SR bor
I N I
tLl tR] _tikz tk'

Figura 2. Localizacion de los genes "accesorios" lom y bor en el
genoma de A.

El gen lom fue descrito en 1979, y codifica para una proteina de 20.5
kDa que se localiza en la membrana externa de E. coli (Reeve, J.N. & J.E.
Shaw, 1979). Este gen forma parte de una familia de cinco genes que
codifican para proteinas de membrana externa. Esta familia incluye a los
genes rck y pagC (Heffernan, EJ. et al, 1992; Pulkkinen, W.S. & S.1.
Miller, 1991) de Salmonella typhimurium, al gen ail de Yersinia
enterocolitica (Miller, V.L. et al, 1990} y al gen ompX de Enterobacter
cloacae (Stoorvogel, I. er al., 1991). Los genes rck, pagC, ail y lom
confieren propiedades de virulencia (ver tabla 1), es de notar el hecho que el

gen ail confiere ademas del fenotipo de invasidn, el de adhesion, tal como el



gen lom (Vaca, S. et al, 1997) el cual se ha propuesto como ancestro de la

familia OMP (ver figura 3).

Tabla 1. Familia de genes OMP

Gen Bacteria Localizacién | Fenotipo } Referencia
rek 3§ &yphimurnem | Plasmido Resistencia ai suere { Hackett et af, 1987, Heffernan et af,
1992,
pagC | S typhimurmum | Cromosoma | Virulencia en ratén | Miller, et af, 1989.
ail Y. enterocolitica | Cromosoma | Adhesidn e Miller, et af., 1988, 1990.
invasion
ompX | E cloacae Cromosoma | ? Stoorvogel ef af, 1991,
fom E colt Fago A Adhesion Garcia el af, 1996, Vaca et al., 1997.
rek pagC
ail
25 24
25
8
32
55
ompX
om

Figura 3. Arbol filogenético propuesto para los cinco miembros de la
familia OMP. Basado en ¢l anélisis de las secuencias por computadora. Los
numeros representan las distancias calculadas entre las secuencias de las
proteinas. {Tomado de Heffernan et al, 1992).

Adhesion bacteriana a epitelios asistida por profagos

La adhesion es la unién irreversible, relativamente estable, de las
bacterias a una superficie. Esta es una importante propiedad de virulencia

bacteriana, ya que es un pre-requisito para la colonizacién del hospedero.




Las adhesinas que median la unién a las superficies mucosas son los
fimbriae o algunas proteinas de membrana extemna codificadas por genes
cromosdémicos o plasmidicos (Harp, L.H. 1988).

Recientemente se ha reportado que el profago A incrementa la
adhesién de E. coli a células bucoepiteliales humanas y que este efecto se
debe, probablemente, al gen lom (Garcia, O. et al,, 1996, Vaca, S. ef al.,
1997). Hasta donde sabemos, este es el segundo reporte de adhesién
incrementada a células epiteliales mediada por un profago; el primer ejemplo
lo constituyd el fago FIZ15 de Pseudomonas aeruginosa (Vaca, S. ef al.,

1989).

Debido a que el gen lom de A le confiere propiedades de virulencia a
la lisogena (adhesion a epitelios ), y al ser esto generalmente una ventaja
selectiva para estas bacterias, es probable que estén altamente conservados

en colifagos.



Objetivo.

El objetivo de este trabajo es aislar bacteriéfagos temperados a partir
de 300 cepas silvestres de E. coli con el propésito de detectar aquellos que
incrementen la adhesion de su liségena a células bucoepiteliales humanas y
determinar si poseen una secuencia de DNA homologa al gen lom del

bactendfago A

Material v métodos.
Medios de cultive y soluciones.

Todos ios medios utilizados para crecer las bacterias se obtuvieron de
Merck vy Bioxon de México. Estos fueron: Caldo mutritivo {CN), Agar
nutritivo (AN), Caldo de soya y tripticasa (CST), Agar de soya y tripticasa
{AST). El agar suave (AS) para plaquear los fagos fue CN con 0.6% de agar
bacteriologico. Los experimentos de adhesion se efectuaron en Tris-HCI 0.1
M, pH 7.2 (Sigma Chemical Co.). Buffer TE (10 mM Tris HCI pH 8.5; 1
mM EDTA); Solucién de precipitacién :PEG8000 (Polietilenglicol 8000 al
10% en NaCl 2.5 M). SM (NaCl 5.85 g, agua 480.5 ml, ajustando a pH=7.4,
después de esterilizar, se agregaron Sml de Tris 1M, pH=7.4 y 2.5 mi de

MgSOn).



TBE10X (89mM Tris OH, 89mM é&cido bérico, 2.5mM Na; EDTA,

pH=8.3). Bromuro de Etidio 500ng/ml (Sigma Chemical Co.).

Bacterias , bacteriéfagos y DNA de A.

Las cepas de E. coli K12 utilizadas en este trabajo fueron C600 (F-
thi-1 thr-1 leuB6 lacY1 tonA2] supE44 A-) y C600(L"), asi como el
bacteriéfago A" (donadas por G. Guameros, CINVESTAYV, México, DF). El
DNA de A", y los deoxinucledtidos utilizados en los PCR, fueron obtenidos

de Sigma Chemichal Co. La sintesis de los oligonucledtidos fue realizada

por Farmacéuticos Lakeside S.A. de C.V.

Métodos
1. Aislamiento de fagos.

Los bacteriofagos se aislaron a partir de 300 cepas silvestres de E.
coli (parte de la coleccion de la Dra. Valeria Souza, Centro de Ecologia,
UNAM), de origen humano.

Para aislar los fagos, cada cepa silvestre se crecié en Caldo Nutritivo a
37°C con agitacion (100 r.p.m.) toda la noche. El cultivo se centrifugé a

15,000 r.p.m./15 min, y el sobrenadante se gote6 sobre un tapiz de la cepa

C600 de E. coli.



Los bacteriofagos detectados se purificaron tres veces a partir del halo
de lisis del tapiz mediante la obtencién de placas aisladas picando la placa

con un palillo estéril sobre un tapiz fresco de la cepa indicadora (C600).

2. Obtencidn de lisados:

De cada fago purificado se obtuvo un lisado de alto titulo (10'%) por
infeccion de C600 en liquido hasta lisis.

Esto se hizo mezclando 1 placa de cada fago, en 10 ml de CN y 0.2
de E.coli C600, esta mezcla se incubd a 150 r.p.m./ 37°C, durante 3-5 h
hasta lisis. Al término de ésta, se agregaron unas gotas de cloroformo v se
incubo durante 15 minutos mas, se centrifugd a 15,000 r.p.m./15 min, y el

sobrenadante se transfirio a otro tubo estéril, y se almacend a 4°C.

3. Titulacién de lisados:

Se sembrd una asada de C600 en CN en agitacidén durante toda la
noche. Posteriormente, se hacieron diluciones 107, 10 y 107 de cada stock
de fago. Se tomé 0.1 ml de cada dilucién y se mezcld con 0.2 ml de C600 y

3 ml de agar suave, se agitd y se vacio en una caja de AN, y se incubd a



37°C durante 12 horas. Al término, se contd el niimero de placas de cada

dilucién, y se estimd el titulo por la siguiente férmula:

ufp/ml= (No. de placas) / (Vol)(Dil)

4. Obtencion de lisdgenas.

Para obtener liségenas de cada uno de los fagos obtenidos, se picé el
halo de lisis de una placa turbia en AN, a objeto de obtener colonias aisladas,
y se incubd a 37°C toda la noche.

El estado lisogénico de cada candidata se determind por inmunidad a
la superinfeccién por el mismo fago y por la liberacién de progenie viral
sobre un tapiz de E. coli C600.

La estabilidad de la lisogena se determind por inmunidad y liberacién
de fagos de diez colonias aisladas obtenidas a partir de una colonia de la

liségena, repitiendo este procedimiento tres veces.

5. Determinacion de la inmunidad de las lisgenas para fagos silvestres.
Para agrupar y diferenciar los fagos obtenidos se determind la

inmunidad de cada liségena a cada fago, asi como al fago &', a objeto de

clasificarlos por grupos de inmunidad. Esto se realizé cultivando la bacteria

liségena en 5 ml de CN, durante 24 hrs a 37° C posteriormente se realizé un



tapiz de la bacteria lisogena en AN , se gotearon 10 ul de cada fago a titulos
107107, 10 y 107,

Se incubd toda la noche a 37° C. Se determiné la formaciéfn de halo de
lisis para cada fago. Este procedimiento se repitio 3 veces para cada liségena

obtenida (tabla 2).

6. Adhesion a células bucoepiteliales humanas (CBH).

Las CBH se obtuvieron por raspado vigoroso del carillo de donadores
adultos sanos con hisopos. Las CBH se lavaron tres veces con Tris-HCI 0.1
M pH 7.2 pera eliminar a las bacterias autdctonas y se colectaron por
centrifugacién a 1500 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. La
suspension celular se ajusté a 5 X 10° CBH/ml por cuenta en un
hematocitdmetro de Neaubauer.

Las bacterias utilizadas para el ensayo de adhesidn se crecieron en
Agar de Soya y Tripticasa por 18 h a 37°C. Después de colectarlas por
raspado con una varilla de vidrio estéril, se lavaron por centrifugacion tres
veces con Tris-HCl 0.1 M pH 7.2 vy se resuspendieron a una concentracion
de 2 x 10%ml.

Para el ensayo de adhesion se mezcld 1 ml de CBH con 0.2 ml de

bacterias y Ja mezcla se incubd 2 h a 37°C y 20 rpm. Después de este lapso,
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la mezcla se lavo tres veces con Tris-HC1 0.1 M pH 7.2 por centrifugacién a
1500 rpm durante 10 min. para eliminar las bacterias no adheridas. Después
del primer lavado se agregaron dos gotas de eritrosina B al 0.4%. Se
prepararé un frotis de la supension final y se tifi6 con azul de metileno al
0.4%, se enjuagd con agua y se examind por microscopia de luz, anotando el
ntmero de bacterias adheridas a cada una de 40 CBH.

En cada experimento se incluyeron los siguientes controles:

a) Sin adicidn de bacterias, para determinar el nimero de bacilos

autoctonos adheridos.
b) Adicion de la cepa de E. coli C600

c) Adicion de la cepa de E. coli C600(A)

7. Extraccion de DNA de bacteriofagos

Para extraer el DNA de los bacteridfagos se obtuvieron placas aisladas
y una de ellas se resuspendio en 1 ml de SM vy se incubé a 4°C toda la
noche. Al dia siguiente se infectaron 100 pl de un cultivo saturado de E. coli
C600 con 150 pl de la suspension del fago. La mezcla de infeccion se incubé
a ternperatura ambiente durante 20 min para favorecer la adsorcion de los
fagos a las bacterias. Enseguida se afiadieron 50 ml de CN y se incubd con

agitacion a 37°C hasta lisis (12-16 h). Posteriormente se agregaron 10 gotas



de cloroformo y se incubé 15 min a 37°C para completar Ia lisis. El lisado se
centrifugdé a 7,000 rpm durante 10 min en una centrifuga Sorvall (rotor
S534). El sobrenadante se paso a dos tubos Corex de 30 ml y cada uno de
éstos se le agregaror 4 ml de solucidn de precipitacidn, se mezcld por
inversion y se incubo a 4°C toda la noche. Se centrifugé a 10,000 rpm
durante 10 min en una centrifuga Sorvall (rotor SS834). Se decantd
totalmente el sobrenadante para eliminar el polietilenglicol. La pastilla de
cada tubo se resuspendié con micropipeta en 250 pl de buffer TE, v el
contenido de ambos se reunid en un tubo eppendorf estéril nuevo. Se
agregaron 250 ut de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Se agito
en vortex a nivel medio por 2 min. Se centrifugd en eppendorf durante 2 min
a temperatura ambiente. La fase acuosa (superior) se pasd a otro tubo
eppendorf estéril nuevo. Se agitd en vortex 2 min a nivel medio. Se
centrifugd en eppendorf durante 2 min a temperatura ambiente y la fase
acuosa se pasd a otro tubo eppendorf. Se agregd 1/10 de volumen de acetato
de sodio 3M pH 5.8 y 2.5 volimenes de etanol absoluto helado; se mezcld
por inversion varias veces y se dejo precipitar el DNA a - 20°C durante 1 h.
Se centrifugd a 15,000 r.p.m. durante 15 min a 4°C. La pastilla se lavo dos
veces por centrifugacion con 1 mi de etanol al 70% y finalmente se

resuspendio en 100 pl de agua desiomizada estéril.



8. Deteccidn de la secuencia homologa al gen lom.

Amplificacion del gen lom de A por PCR.

Para amplificar el gen Jom de A y los posibles lom like en algfin (os)

colifagos, se utilizo la polimerasa High Fidelity PCR System (Lakeside). La

mezcla de reaccion contenia:

Adicion Volumen [final]
Buifer 10X 5ul 1X
DNTP’s 10 mM 1pl 0.2 mM
Oligo lom1 1pl 25 pMoles
H20 dest. Inycct. F/A|40.7 pl

P/otros fagos 36.7pl

Aceite mineral S0 pl

Oligo lom2 Tl 25 pMoles
DNA A Ipl 500 ng
DNA otros fagos 5ul 500 ng
High Fidelity PCR System (0.3 pl 1.6U

Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de 5 min a 94°C; 25

ciclos de 3052 94°C,30sa55°Cy 45s a 72°C; y I ciclode 5 mina 72°C.
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El PCR se hizo por la técnica hotstart para evitar reacciones inespecificas, en
un termocycler Stratagene (Robocycler Gradient 40), v se incluyé un control
de mezcla de PCR sin DNA templado. Los productos de amplificacién se
abservaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% que se corrieron a

86 Volis durante 90 min utilizando Buffer TBE 1X.

Para detectar posibles secuencias homdlogas a Jom en los fagos
silvestres, se aislo el DNA de cada fago para utilizarlo como molde con
oligonucleétidos complemementarios al gen Jom de A (ver figura 4). Estos
primers, u oligonucléotidos, fueron disefiados y analizados por Octavio
Garcia (Lab. de Genética, UMF) utilizando el programa de cémputo OLIGO
a efecto de que no se apareasen inespecificamente, no hibridaran entre si y
no formaran estructuras internas de asa y tallo . El primer superior incluye
desde el segundo codon transcrito def gen y el inferior hasta el Wltimo codén
transcrito, esto fue con el propdsito de obtener la secuencia completa,
incluida la sefial de exportacién de la proteina. Las condiciones de
amplificacién para A, particularmente la concentracién de Mg™, fueron
determinadas experimentalmente por O. Garcia, usando el DNA de A como

templado (Figura 4).



Secuencia del gen lom del fago ).

! ctgagtetat tacagaggtt cgtecgggaa cgggegtitt attataaaac agtgagaggt
61 gaacg AT GCG TAATGTGTGT ATTGCCGTIG Cigletitge cocacttges ptgacagtca
121 ctecggeeeg tgopgaaggt ggacatgpta cotitacggl gepciatitt caagiganac
181 cgggtacatt gecgiegtte togggegpag ataceggipt gagicatoty aaaggpatta
241 acgtgaagta cogitatgag ctgacggaca glgtgeoast gatggctice ctggepticg
301 cegegtogan aaggageanc acagtgatga copegaasea tacgiticac tatgagasce
361 tgegtgpacg ttatgtgape gtoatggecg gaccgetitt acaaateagt aageagatea
421 gtgegtacgc catggeepga giggetcaca gleggtggtc cggeagtaca atggattace
481 gtaagacgga aatcactcce pggtatatga aagagacgac cactgecagg gacgaragty
541 caatgeggea taccteagtg pegtegagty caggtataca gattaatceg geagegteeg
601 togitgttga tattgettat ganggetceg geagtggega ciggegtact gacggattca
661 TCGTTGGGGT CGGTTATAAA TTClgatlag ceaggtaaca ¢

ATG= Coddn de inicio

Figura 4. Secuencia nucleotidica del gen Jom del fagoA. Los
oligonuciéotidos que se utilizaran para amplificar este gen por PCR se
muestran subrayados y con mayisculas pequefias. (Secuencia tomada de
Internet (Entrez Reports), NID g288849 (accession number X55793). (Ref.
Barondess, I. & I. Beckwith, 1990).



RESULTADOS.

Dado que el gen Jom del fago A incrementa la adhesion de E. coli a
CBH (Garcia, O. ef al., 1996, Vaca, S. ef al, 1997), nos parecid razonable
suponer que, debido a la ventaja selectiva que este gen podria conferirle a su
lisdgena y al propio fago, lom se encontraria ampliamente distribuide en las
poblaciones de colifagos silvestres. Para explorar esta posibilidad, aislamos
10 colifagos capaces de lisogenizar establemente a la cepa C600 de E. coli a
partir de 300 cepas de E. coli silvestres de la coleccidn de la Dra. Valeria
Souza (Centro de Ecologia de la UNAM).

Para clasificar a los fagos en grupos de inmunidad se infectaron por
separado todas las lisdgenas con cada uno de ellos. Los fagos pertenecientes
a un mismo grupo de inmunidad, se identificaron por el criterto de infeccidn
cruzada negativa doble; es decir, cuando el fage X fue incapaz de
multiplicarse en C600(Y) y el fago Y tampoco creci6 en X. Por este criterio
se pudo clasificar a los 10 colifagos aislados, en 6 grupos de Inmunidad
{Tabla 2).

Para determinar si estos fagos poseian al gen lom, obtuvimos su DNA
y lo utilizamos como templado para amplificar al gen /om utilizando come

iniciadores oligonucléotidos complementarios a los extremos 57 y 37 del gen
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lom del fago A, tomando como referencia ]a secuencia nucleotidica reportada
por Barondess (Barondess, J.J. 1990). Los 10 fagos silvestres poseen una
secuencia posiblemente con lom, como puede inferirse por el hecho de que
todos ellos permitieron la amplificacién de un fragmento de DNA de masa
molecular muy similar al del gen lom de A (Figura 6; sdlo se muestra la
amplificaciéon de Jom en 6 de los colifagos silvestres, los resultados de los
otros 4 fueron similares), el control de PCR sin DNA templado, no mostrd
producto de amplificaciéon alguna, lo cual indica la ausencia de algiin posible
DNA contaminante, que pudiese funcionar como templado.

De los 10 colifagos silvestres, sélo 3 (503, 436 y 203) incrementaron
la adhesién de la cepa de C600 de E. coli a CBH, a niveles comparables al

incremento conferido por A (Tabla 3).



Tabla 2. Grupos de inmunidad de los fagos silvestres.

C600 LISOGENICA PARA EL FAGO

484
503 426 430
FAGO A 203 411 428 429 436 435
A - + + + - + -
203 + - + - + + +
411 + + - - - + +
428 -+ + - - - + +
429 - + - - - + +
436 + + + + + - +
435 - + + - + + -

+ = Multiplicacién del fago

- = Ausencia de multiplicacién del fago.
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Tabla 3. Efecto de colifagos silvestres sobre la adhesion de

Escherichia coli a CBH.
CEPA BACTERIAS/CBH
Ninguna aftadida 1.3x1.0
C600 202+ 1.8
C600 (1) 30.1+£1.8
C600 (503) 294 +1.6
C600 (436) 289+ 1.9
C600 (203) 26.1 £ 1.7
C600 (435) 204 %1.7
C600 (430) 20920
C600 (411) 203+1.7
C600 (429) 20.7x2.1
C600 (426) 206x19
C600 (484) 19316

C600 (428) 207+ 1.8




Figura 5.

AMPLIFICACION DE LOS GENES /omy borde ).

~700pb

~564 pb

Carriles: 1 Alom; 2 y 5 AHindlII-EcoR1; 4 Abor; 3 y 6 sin DNA molde.
Las condiciones de amplificacién fueron: 1 ciclo de 5 min a 94°C; 25 ciclosde 30 s a
94°C,305a55°Cy45s a72°C; y 1 ciclo de 5 min a 72°C. El PCR se hizo por
hotstart para evitar reacciones inespecificas. Los productos de amplificacion se
observaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% que se corrieron a 86 Volts
durante 90 min utilizando Buffer TBE 1X.



Figura 6. Electrofaresis en gel de agarosa al 1% de los productos de
amplificacién del gen lom like en colifagos silvestres.

12 3 45 6 7 8

Alom

Carriles: 1-6 fagos nativos; 7 AHindIII; 8 A



DISCUSION Y CONCLUSIONES.

En este frabajo aislamos 10 colifagos a partir de 300 cepas silvestres
de E. coli de origen humano. Es probable que la frecuencia de cepas
lisogénicas entre las que estudiamos sea mayor, y que el relativamente bajo
nomero de profagos que aislamos refleje el hecho de que no todos los
posibles bacteridfagos presentes fueron capaces de adsorberse a, o de
multiplicarse en la cepa C600 de E. coli K12, dado que esta cepa puede
carecer del receptor utilizado por algun bacteriéfago y ademas es proficiente
en restriccion y quizd por ello, el DNA de algunos fagos silvestres fue
degradado. No obstante, los 10 fagos aislados poseen secuencias homoélogas
al gen lom del fago A, como puede inferirse del hecho que el DNA de todos
ellos sirvié como templado para la amplificacion, por PCR, de un fragmento
de DNA de tamafio similar al de] gen lom de A, utilizando como primers
oligonucléotidos complementarios a los extremos 3’ y 57 del gen lom de A.,
lo cual habla de la importancia en cuanto a conservacion a nivel de DNA
para este gen, ya que estos amplificados no solo muestran homologia a nivel
de secuencia con lom de A, al menos en las regiones de hibridacion de los

oligonucledtidos, sino que también existe similitud en el tamano de estas



secuencias con respecto a si mismas ( todas aquellas obtenidas a partir de
DNA de cada colifago silvestre} y a A lom.

La presencia de las secuencias Jom-like en estos colifagos,
correlaciond con el fenotipo de adhesién incrementada de la liségena
correspondiente a células bucoepiteliales humanas en 3 de 10 fagos
silvestres (tabla 3). Cabe mencionar, que los fagos 503 y 203, pertenecen al
mismo grupo de inmunidad, mientras que el fago 436, no comparte
inmunidad con ninguno de los otros 10 fagos, incluyendo a A {tabla 2). La
ausencia del fenotipo de adhesion incrementada en las liségenas para los 7
fagos restantes podria explicarse por cualquiera de las siguientes

posibilidades:

1) El gen lom no estd siendo expresado debido a que carece de promotor, o

éste (el promotor} se encuentra mutado.

2) El alelo de lom presente esta mutado y, por ello, no confiere el fenotipo.
La mutacién podria abatir la funcion de la proteina Lom al impedir que
ésta se exporte y/o tenga la conformacién adecuada en la membrana

externa de E. coli, pudiendo afectar diversos factores necesarios para que
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se de ¢l fenotipo de adhesién aumentada, tal como el anclaje y/o el

reconocimiento de algin sitio especifico en las CBH.

3) El fenotipo de adhesion aumentada conferido por el gen lom, tal vez no
dependa Gnicamente de éste (Garcia, O. et al., 1996.,Vaca, S. eral,,
1997), v si sea consecuencia de un efecto aditivo de los productos
de lom vy otro(s) gen{es) de A (vinculados tal vez a genes cromosdémicos
de E.coli) ,los cuales estarian involucrados probablemente en la
regulacion, exportacion o anclaje a la membrana de la proteina Lom.
De ser cierta esta posibilidad y de enconirarse presente(s) este o estos
genes virales, podrian estar mutados, y por lo tanto, el fenotipo de

adhesion aumentada no seria observado.
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