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RESUMEN

El género Aeromonas se asocia a enfermedades gastrointestinales y extraintestinales, con alta
incidencia en el medio ambiente. EI mecanismo de patogenicidad se considera multifactorial
abarcando toxinas y sistemas de secrecion tipo I, I, IV y VI. Sin embargo, éste no se encuentra
totalmente elucidado. Se ha descrito la presencia de los genes marcadores de la isla de patogenicidad
de Helicobacter pylori como cagA y cagE en cepas ambientales de Aeromonas spp. los cuales fueron
transferidos horizontalmente.

El objetivo del presente trabajo fue investigar la presencia de islas de patogenicidad en cepas de
Aeromonas spp. de origen ambiental y clinico aisladas en México.

En este estudio, se incluyeron 63 aislamientos clinicos del estado de Hidalgo, 41 cepas de origen
ambiental y 14 cepas de referencia de Aeromonas spp. Para todos los ensayos moleculares se utilizé
como control positivo la cepa de H. pylori ATCC 43504, Haemophilus influenzae ATCC 33930 y E. coli
J53 con el plasmido pFBAOT6, y como testigo negativo la cepa de E. coli K12. Se determiné la
presencia de las ATPasas tfcl6 (H. influenzae) y cagE (H. pylori) mediante PCR utilizando los
iniciadores propuestos por Ikenoue y cols. y por Espinoza respectivamente. Los amplicones de los
genes tfcl6 (277 pb) y cagE (350 pb) de las cepas de referencia y de la cepa A. bestiarum AhA4 se
purificaron mediante el kit Pure Link (Invitrogen) y se secuenciaron con el sistema ABI PRISM 3100, la
secuencia consenso se analizo en el programa BLAST del NCBI. Se disefaron iniciadores especificos
para la amplificacién de los genes virB2, virB9 y virB11 del sistema de secrecion tipo IV con
secuencias plasmidicas de Aeromonas spp. y se estandarizé6 una PCR multiple. Los amplicones
obtenidos fueron secuenciados y analizados bioinformaticamente usando la misma estrategia que con
los genes anteriores.

Empleando la PCR se determiné que 23/41 cepas ambientales presentaban un amplicon de 350 pb
correspondiente al gen cagE. El resultado del BLAST de la secuencia consenso de la cepa
A. bestiarum AhA4 presenté 78% de similitud para el gen cagE. Los 63 aislamientos clinicos del
estado de Hidalgo y las 10 cepas de referencia de Aeromonas spp. no presentaron el gen cagE. Para
el gen tfc16 14/41 cepas de origen ambiental presentaron un amplicén de 277 pb cuya similitud es del
100% con respecto al mismo gen reportado en la isla genémica de H. influenzae. El disefio de los
iniciadores para los genes virB2, virB9 y virB11 obtenidos con el programa Primer 3 y DNAMAN v 3.0
no presentaron parametros fisicoquimicos erréneos y son especificos, al realizar estudios “in silico”
para secuencias de los plasmidos pRA3 y pFBAOT6 que codifican para SSTIV y resistencia a
antibidticos en Aeromonas spp. Se estandarizé una PCR mudltiple con 3 genes marcadores virB2 de
114 pb, virB9 de 278 pb y virB11 de 200 pb.Se determind que 14/104 cepas de origen ambiental y
clinico de Aeromonas spp. poseen el gen virB2, mientras que 56/104 presentan el gen virB9 vy
finalmente en 67/104 cepas se detecto el gen virB11. Se seleccionaron 8 cepas de origen ambiental y
3 de origen clinico que son candidatos para la blusqueda de una isla de patogenicidad y su posible
caracterizacion en estudios posteriores.

Debido a que los genes cagE y cagA se han identificado como marcadores de cag-PAl en H. pylori, su
presencia en cepas ambientales de Aeromonas spp. podria ser indicativo de la presencia de islas de
patogenicidad en este género.
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ABSTRACT

Aeromonas is a genus that contains Gram-negative rod shaped facultative anaerobic bacterias. They
are widely distributed through nature and are considered as important fish pathogens and other cold
and warm-blooded animals. For several years, the significance of this genus as a human diarrhea-
causing agent was controversial; some studies demonstrated that the pathogenic mechanism of
Aeromonas species is multifactorial because of many virulence factors are involved. Previously, we
described the presence of a Pathogenicity Island (cagA and cagE) from Helicobacter pylori in
Aeromonas spp. and demonstrated its horizontal transfer between the genera.

The aim of this study was to investigate the presence of pathogenicity islands in environmental and
clinical strains of Aeromonas spp. isolated in Mexico.

This study includes 63 clinical isolates form Hidalgo, 41 strains of environmental origin and 14
reference strains of Aeromonas spp, and H. pylori ATCC 43504, Haemophilus influenzae ATCC 33930
and E. coli J53 strains with pFBAOT6 plasmid were used as a positive control. E. coli K12 strain was
used as a negative control. The presence of tfcl6 ATPases (H. influenzae) and cagE (H. pylori) was
determinated by PCR using the primers proposed by Ikenoue and Espinoza-Mellado in 2001 and 2009
respectively. The amplicons of the tfc16 gene (277 bp) and cagE (350 bp) from reference strains and
the A. bestiarum AhA4 strain were purified using Pure Link kit (Invitrogen) and sequenced with the ABI
PRISM 3100, the consensus sequence was analyzed in the program NCBI-BLAST. Specific primers
were designed for amplification of virB2, virB9 and virB11 genes of type IV secretion system with
plasmid sequences of Aeromonas spp. and a multiplex PCR standardized. The amplicons obtained
was sequenced and analyzed using bioinformatics with the same strategy as the previous genes.

A total of 23/41 from environmental strains showed an amplicon of 350 bp for the cagE gene by PCR.
BLASTnN analysis showed a 78% similarity to the cagE gene of A. bestiarum AhA4. 63 clinical isolates
of the state of Hidalgo and 10 reference strains of Aeromonas spp. didn’t present the cagE gene. For
tfc16 gene, 14/41 strains of environmental origin showed an amplicon of 277 bp its similarity was of
100% from the same gene reported in the genomic island of H. influenzae. The multiplex PCR with 3
marker genes virB2 of 114 bp, virB9 of 278 bp and 200 bp virB11 was standardized using the primers
designed by the program Primer 3 and DNAM v 3.0. With this technique we determined that 14/56,
56/104 and 67/104 strains from environmental sources and clinical Aeromonas spp posses the virB2,
virB9 and virB11 genes, respectively. Finally, we selected 8 strains of environmental origin and 3 of
clinical origin for future studies of the presence of pathogenicity islands in the genus Aeromonas.

In conclusion the presence of cagA and cagE genes in Aeromonas spp. could be an indicator of
pathogenicity islands in this genus and recombination processes between these and H. pylori genera.
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1. INTRODUCCION.

En México, las condiciones socioeconémicas de los habitantes favorece que los
problemas gastrointestinales sean una de las enfermedades més frecuentes, éstas
afectan principalmente a la poblacion infantil (Castro-Escarpulli y cols., 2002). De
hecho, la Secretaria de Salud (SS) reporta, hasta la semana 51 del 2009, 5,437,299
casos de problemas gastrointestinales en la poblacion en general, de los cuales

2,492,311 corresponden a casos cuyo agente etioldgico no pudo ser definido (URL 3).

Los agentes etiolégicos causantes de enfermedades gastrointestinales son: en
primer lugar virus, luego bacterias y finalmente parasitos. Los géneros bacterianos
clasicos causantes de diarreas son: Salmonella, Shigella, algunos serotipos de
Escherichia coli y Campylobacter jejuni. Sin embargo, en los ultimos afios se ha
agregado a la lista de agentes etiologicos al género Aeromonas, el cual se considera
un patégeno causante de infecciones intraintestinales y extraintestinales en México
con un mecanismo de patogenicidad multifactorial que no ha sido descrito en su

totalidad (Castro-Escarpulli y cols., 2002).

1.1. Caracteristicas del género Aeromonas.

1.1.1. Microbiologia.

El género Aeromonas incluye bacilos cortos Gram negativos con extremos
redondeados, miden de 0.3 a 1.0 um de ancho por 1.0 a 3.5 um de longitud y pueden
encontrarse en cadenas cortas 0 en pares, son anaerobios facultativos, oxidasa y
catalasa positivos (Altwegg y Geiss, 1989); no son halofilicos, toleran 3% de NacCl
pero no 6%. Su temperatura Optima de crecimiento varia entre 22°C y 37°C, sin
embargo, pueden crecer de 0°C hasta 45°C. Estas bacterias crecen de manera
Optima a un intervalo de pH de 4.5 a 9.0. Algunas especies son patdgenas para el
hombre, otras para los peces, y unas mas para otros vertebrados e invertebrados
(Martin-Carnahan y Joseph, 2005).
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1.1.2. Clasificacion.

Actualmente el género Aeromonas se encuentra clasificado dentro de la
familia Aeromonadaceae. Con base a datos fenotipicos y genotipicos, la taxonomia
del género ha cambiado radicalmente en los Ultimos afos; las especies
bioguimicamente distintas se refieren como fenoespecies mientras que los grupos de
hibridacién con base a la hibridacion del DNA total se denominan genoespecies 0
especies gendmicas (HGs). La clasificacion de este género incluye 17 grupos de

hibridacién (Martin-Carnahan y Joseph, 2005).

1.1.3. Ecologia.

Este género bacteriano es considerado autéctono del medio acuatico,
ampliamente distribuido en habitats naturales como suelo, agua potable, aguas
negras, aguas contaminadas, rios, lagos y mares. Este hecho es significativo, ya que
se han descrito varios casos de infecciones primarias o secundarias de heridas
superficiales o cutaneas después del contacto con agua contaminada (Castro-
Escarpulli y cols., 2002). Asi mismo, se ha aislado en aguas potables cloradas o no
cloradas e incluso en aguas embotelladas. La mayoria de los sistemas de
tratamiento de agua potable son capaces de reducir la concentracién de Aeromonas
por debajo de 1UFC/ 100 mL, no obstante, cuando los niveles de materia organica
aumentan disminuye la concentracion de radicales libres de cloro y este género
puede crecer e incluso colonizar los sistemas de abastecimiento, formando una
biopelicula. En el agua tratada, pueden llegar a alcanzar concentraciones de 103
UFC/100 mL (Castro-Escarpulli y cols., 2002).

Algunos miembros del género se aislan de alimentos como: productos
carnicos, pescado, mariscos, alimentos preparados, productos de pasteleria,
verduras, leche y derivados lacteos por lo que algunos autores consideran que
Aeromonas deberia incluirse en la lista de microorganismos que pueden actuar como

agentes causantes de toxoinfecciones alimentarias (Castro-Escarpulli y cols., 2002).
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1.1.4. Patogenicidad.

Los miembros del género Aeromonas se consideran enteropatdégenos y
causantes de infecciones cutaneas y diseminadas. Las principales formas clinicas
que este microorganismo presenta son: diarrea secretoria, diarrea disentérica,
diarrea colérica, diarrea cronica y diarrea del viajero, en muchos de estos casos no
se tienen suficientes datos clinicos y microbiolégicos que nos ayuden a definir el
poder virulento de las diferentes especies del género; a pesar de ello se le puede
considerar como un patdgeno primario de enfermedad humana (Castro-Escarpulli,
2002; Figueras y cols., 2000).

Las infecciones extraintestinales que son ocasionadas por Aeromonas spp. en
un principio se limitaron a infecciones de heridas superficiales por contacto con el
medio acuatico en pacientes inmunosuprimidos, no obstante, ahora se incluyen
enfermedades como: sindrome urémico hemolitico, sepsis asociadas a quemaduras,
epiglotitis, endocarditis, peritonitis, meningitis, osteomielitis, colitis, mionecrosis
gaseosa, neumonia, e infeccion respiratoria y bacteriemia (Castro- Escarpulli y cols.,
2002; Figueras y cols., 2000).

1.15. Vias de transmision.

Aeromonas spp. se encuentra en una gran variedad de ambientes donde
pueden persistir y reproducirse manteniendo sus propiedades de virulencia (toxicidad
y capacidad invasiva a células eucariotas), considerando a este ambiente como un
reservorio importante para estos microorganismos; asi como de fuentes naturales,
predominantemente en aguas dulces, agua de alcantarillado y aguas contaminadas;
también ha sido aislada de animales de sangre fria como anfibios, peces y reptiles,
inclusive se ha llegado a aislar de muestras de agua de piscinas y de mar. Dada su
presencia en suministros de reserva y distribucion de agua potable antes y después
de ser tratada con cloro y a que no se encuentra relacionada con los coliformes; se

puede considerar que el agua es uno de los principales vehiculos para adquirir una
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infeccion por Aeromonas. Asi mismo se ha encontrado incidencia de este género en
el ambiente hospitalario donde es una fuente importante de infecciobn (Castro-

Escarpulli y cols., 2002).

1.1.6. Epidemiologia.

En México, los estudios para determinar la incidencia de este género son
escasos, entre estos destacan los realizados por Rebollo y Escamilla en 1984,
quienes aislaron Aeromonas spp. con una frecuencia del 7.7% en casos de diarrea
aguda en nifilos menores de 2 aflos y en un 7% en adultos. Estudios posteriores,
realizados por ellos mismos en la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
encontraron que el 5.7% de los aislamientos procedian de nifios menores de 5 afios
con diarrea de larga evolucion. Las tres especies aisladas predominantemente de
muestras clinicas son: A. hydrophila, A. caviae y A. veronii bv. sobria las cuales se
han involucrado en un amplio espectro de infecciones sistémicas y gastrointestinales.
Mientras que A. bestiarum, A. salmonicida, A. veronii bv. veronii, A. jandaei,
A. schubertii, A. trota y A. media, se aislan con menos frecuencia de muestras
clinicas, el resto de las especies se han recuperado sélo de fuentes ambientales y se

consideran especies no patégenas (Castro-Escarpulli y cols., 2005).

Por otro lado, en el Laboratorio Estatal de Salud Publica de Hidalgo (LESPH)
encontraron como patégeno Unico a Aeromonas en el 2.1% de 22,747 hisopos
rectales obtenidos de poblacion con diarrea. Siendo el grupo etario con mayor
frecuencia de aislamiento el de nifios de 1 a 3, afios seguidos de la poblacion de
nifios de 4 a 10 afios. La frecuencia de aislamientos clinicos de estas especies varia
segun el area geogréfica estudiada, ya que en las cepas aisladas en el estado de
Hidalgo (n = 68), A. caviae (42.6%) fue la especie mas prevalente seguida por A.
hydrophila (36.8%) y A. veronii bv. sobria (19.1%) (Alor, 2000); mientras que en las
cepas aisladas de la ciudad de México (n = 42) A. veronii bv. sobria (31%) ocupa el

primer lugar, seguida de A. hydrophila (29%) y A. caviae (17%), contrariamente a lo
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encontrado en Esparfia, donde A. hydrophila es la menos aislada de entre estas tres

especies (Janda, 2001; Chacon y cols., 2003; Castro-Escarpulli y cols., 2005).

Desde el punto de vista geografico, la presencia de Aeromonas en heces
asociada a sintomatologia diarreica oscila entre el 80% en Canada y el 0.18% en
Dinamarca, siendo otros paises documentados Pera (54.2%), Tailandia (18 - 31%),
Japon (11.1%), Australia (11%) e Inglaterra (11%). Estos procesos entéricos se dan
en todos los grupos de edad, aunque la poblacion infantil es la mas afectada, en
particular nifios con una edad inferior a los 2 afios. A pesar de todo, el poder
enteropatdgeno de estos microorganismos todavia permanece en controversia
debido a que no se han documentado grandes brotes epidémicos y, a nivel
experimental, no se dispone de un modelo animal adecuado para reproducir la
sintomatologia diarreica observada en el ser humano (Castro-Escarpulli y cols.
2005).

1.1.7. Mecanismos de patogenicidad.

Existen estudios en los que se han descrito la produccion de una serie de
factores que se encuentran asociados con la virulencia de las especies de
Aeromonas, sin embargo, el mecanismo exacto de virulencia y el papel de cada uno
de los factores descritos no se ha establecido claramente. Se ha observado que la
virulencia, en este género, es dependiente de la cepa bacteriana, de la ruta de
infeccion y el animal utilizado como modelo (Yu y cols., 2005); sin embargo; algunos
de los principales factores de virulencia son: la capsula, la capa S, las fimbrias y
otras adhesinas no filamentosas, el lipopolisacarido, el sistema flagelar polar y
lateral, los sideroforos, la secrecion de otras exotoxinas y enzimas extracelulares
tales como proteasas, lipasas y desoxirribonucleasas (Burr y cols., 2003a; Castro-

Escarpulli y cols., 2002).

Se han descrito en algunas cepas de Aeromonas spp. sistemas de secrecion
de tipo Il, 1ll, IV y VI (Khajanchi y cols., 2009; Suarez y cols., 2010), encargados del

transporte de moléculas efectoras, generalmente de naturaleza proteica, desde el
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citoplasma de la bacteria hacia el medio externo o bien directamente a la célula
hospedera, estas moléculas poseen diversas actividades que contribuyen a la
patogenicidad del microorganismo causando lesiones directas al tejido o mediante la
activacion proteolitica de toxinas potenciando la invasion; también pueden contribuir
al establecimiento de la infeccion ayudando a superar las defensas del huésped,
mediante inactivacion del complemento y proporcionando nutrientes para la

proliferacion celular (Burr y cols.,2003b; Cambronne y Roy, 2006).

1.2. Sistemas de secrecion.

Las bacterias secretan un gran numero de proteinas al medio extracelular
entre las que se incluye toxinas, adhesinas y diversas enzimas hidroliticas que se
requieren en diversos aspectos del ciclo de vida bacteriano, por ejemplo, la
biogénesis de organelos, la adquisicion de nutrientes y la expresion de factores de
virulencia (Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003).

La secrecion de proteinas en bacterias es un area de investigacién que ha
sido extensamente estudiada en las ultimas dos décadas. La mayor parte del trabajo
se ha desarrollado en las bacterias Gram-negativas, en las que las proteinas a
translocarse tienen que atravesar dos barreras lipidicas separadas por el espacio
periplasmico y la capa de peptidoglicano. Por su parte, en las bacterias Gram
positivas la secrecion de proteinas hacia el exterior celular requiere del transporte a

través de una sola membrana (Gonzéalez-Pedrajo y Dreyfus; 2003).

A pesar del numero, la diversidad y la amplia variedad de funciones que
desempefian las proteinas secretadas como protedlisis, hemdlisis, citotoxicidad,
reacciones de fosforilacion, entre otras; éstas son translocadas utilizando un ndmero
limitado de mecanismos. Los sistemas de secrecion son clasificados dentro de siete
grupos, llamados tipo I, II, I, IV, V o autotransportadores y los recientemente
descritos tipo VI y VII (Henderson y Nataro, 2001; Tseng y cols., 2009). Dicha
clasificacion se basa en la naturaleza molecular de las maquinarias de transporte y

las reacciones que éstas catalizan (figura 1).
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Figura 1. Sistemas de secrecion de microorganismos Gram negativos.
Se muestra un esquema simplificado de los 7 sistemas de secrecién
conocidos. MH: membrana del hospedero. ME: membrana externa. EP:
espacio periplasmico. MIl: membrana interna MM: micomembrana. MFP:
Proteina de fusién de membrana. OMP: Proteina de membrana externa.
ATPasas y chaperonas se muestran en amarillo. Modificado de Tseng y cols.,
20009.

Estos 7 grupos se pueden aun subdividir en dos grandes grupos dependiendo
del mecanismo que se utilice para el transporte a través de la membrana plasmatica.
Las vias Sec-dependientes, que utilizan el sistema de secrecién denominado Sec, en
el que las proteinas a secretarse presentan una secuencia sefial o péptido lider en el
extremo amino terminal; y las Sec-independientes en las que los sustratos se pueden
translocar directamente desde el citosol hasta el exterior celular sin que exista un
intermediario periplasmico, o una secuencia sefal en el amino terminal (Gonzalez-
Pedrajo y Dreyfus, 2003; Kostakioti y cols., 2005).

1.2.1. Sistema de secrecion tipo IV (SSTIV)

El SSTIV es una via homologa a los sistemas de conjugacion y al sistema VirB
de Agrobacterium tumefaciens que facilitan la translocacion de DNA. Este sistema es
un transportador versatil que secreta tanto acidos nucléicos como proteinas por la via
sec-independiente. Se han identificado sistemas homodlogos al sistema VirB en
diferentes patégenos como, Helicobacter pylori, Haemophilus influenzae,

Pseudomonas aeruginosa y Brucella suis entre otros; los cuales pueden estar
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codificados en islas gendmicas o de patogenicidad u otros elementos moviles tales
como plasmidos. La exportacion de la toxina pertussis producida por Bordetella
pertussis se lleva a cabo a través de esta via, sin embargo, este proceso es el Unico
sec-dependiente dentro de los SSTIV ya que posee un intermediario periplasmico

(Gonzéalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003; Kostakioti y cols., 2005; Tseng y cols., 2009).

El SSTIV puede subdividirse en tres familias: la mayor subfamilia, la integran
los sistemas de conjugacion, que se encuentran en la mayoria de las especies de
bacterias Gram negativas y Gram positivas. Estos sistemas pueden trasferir DNA
entre microorganismos de diversas especies poco 0 muy relacionados
filogenéticamente y algunos incluso poseen mecanismos de transferencia entre
hongos, plantas o células humanas. La conjugacion contribuye a la diversificacion de
los gendforos bacterianos y por tanto, a la mejor adaptacion del microorganismo a los
cambios ambientales. La segunda subfamilia la componen los sistemas de captacion
y liberacion de DNA, cuya funcién es independiente del contacto con una célula
diana, hasta el momento se han descrito dos especies de microorganismos con estos
sistemas de captacion de material genético: H. pylori (ComB) y Campylobacter jejuni
(Cjp/VirB) y solo un sistema de liberacion en Neisseria gonorrhoreae (plasmido F-Tra
like). Al igual que con la maquinaria de conjugacién, este sistema puede promover el
intercambio genético y por lo tanto también es un potencial mecanismo para la
transferencia de los rasgos de supervivencia durante la infeccion por estos

patégenos (Cascales y Christie, 2003).

La tercera subfamilia se conoce como sistema de secrecion de moléculas
efectoras, la cual es indispensable en los mecanismos de infeccibn de muchos
microorganismos patdégenos de plantas o animales. Este sistema consiste de 12
componentes denominados VirBl a VirB11l y VirD4, que transfieren el complejo
proteina 6 DNA en un solo paso desde el citoplasma hasta la célula eucariota a
través del pilus-T. La nocidn general aceptada para esta via es que no requiere de
intermediarios periplasmicos, por lo que la secrecion es Sec-independiente (Cascales
y Christie, 2003; Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003).
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Dentro del sistema VirB (figura 2), existen componentes asociados a la
membrana interna (VirB4, VirB11 y VirD4) que son ATPasas que forman canales
para la translocacién del sustrato o proveer energia para el ensamblaje de la
maquinaria del SSTIV. De esta forma, los cambios conformacionales inducidos por la
hidrolisis del ATP podrian transducir la informacion del citoplasma hacia las
subunidades extracitoplasmicas. Otros componentes como VirB8, VirB9 y VirB10
forman un nucleo periplasmico que constituye un canal de translocacion. VirB6
atraviesa la membrana interna por lo que se sugiere que este componente forma, en
asociacion con las ATPasas, el canal citoplasmico. Por otro lado, estan los
componentes del pilus VirB2 (que es la principal proteina estructural), VirB5 y VirB7
gue estan asociados a dicha estructura. La proteina VirB1 tiene un motivo que esta
presente en las transglicosilasas liticas, por lo que se propone que puede lisar la
capa de peptidoglicano durante el ensamblaje del transportador (Gonzalez-Pedrajo y
Dreyfus, 2003).
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Figura 2. Componentes del sistema de secrecion tipo IV (SSTIV) de Helicobacter pylori.
Tomado de Baez-Arias, 2007.
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En el SSTIV, VirB4 es la proteina mas grande, sus homélogos son altamente
conservados en estos sistemas y es esencial para la virulencia (Yuan y cols., 2005).
Las tres ATPasas (VirB4, VirB11 y VirD) interactian fisicamente y se ha propuesto
gue regulan el transporte inicial de los sustratos (figura 3). Por su parte, VirB4 tiene
un rol energético y estructural en la translocacion de sustratos (Draper y cols., 2006).
El gen traC/virB4 sigue siendo el inico componente de este sistema universalmente
conservado tanto en bacterias Gram negativas como Gram positivas (Juhas y cols.,
2008).

[Medio Externo

|Membrana
Externa

Capa mureina
Periplasma

Membrana
interna

Citoplasma

Figura 3. Componentes ensamblados del sistema de secrecién tipo IV (SSTIV).
El sistema consiste en 11 proteinas VirB: (VirB1 a VirB11) y VirD4. Cédigo de
color: amarillo: nucledsidos trifosfatos que proveen la energia para la
transferencia; azul: componentes del canal transmembranal; rojo:
componentes del pilus; verde: transglicosilasas liticas responsables de la
degradaciéon de la barrera de mureina (peptidoglicano) en el sitio de
ensamblaje (Tomado de Juhas y cols., 2008).

De las 24 proteinas totales del SSTIV, 7 exhiben homologia con componentes
conocidos de este sistema en otros microorganismos; como la proteina TraX
(plasmido F), PilL (plasmido pKLC102), TraD (plasmido F), TraB (plasmido F),
TraC/VirB4 (plasmido F), TraG (plasmido F) y PilT (Legionella pneumophila cepa
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Philadelphia) (Juhas y cols., 2007). La homologia entre ellas, supone la idea de que
hay algunas islas genémicas que pueden tener una estructura similar con un origen

comun o compartido (Mohd-Zain y cols., 2004).

Los SSTIV son importantes en un numero significativo de patégenos para
humanos, como: B. pertussis, Bartonella spp., L. pneumophila, Brucella spp. y
H. pylori (Kostakioti y cols., 2005; Dehio, 2008). En H. pylori, este sistema esta
codificado por la isla de patogenicidad cag y pertenece al grupo de los
translocadores de efectores de los SSTIV, ya que inyecta la oncoproteina citotéxica
CagA a la célula hospedera (Nagai y Roy, 2003; Couturier y cols., 2006; Kwok y
cols., 2007; Backert y Selbach, 2008); dado que los genes que codifican para este
sistema estan presentes en regiones amplias de DNA, se sugiere que la adquisicion
de éstos fue por una isla de patogenicidad (Christie y Vogel, 2000; Cascales y
Christie, 2003; Schmidt y Hensel, 2004).

1.3. Islas gendmicas.

La informacion recogida durante los Ultimos afios por secuenciacion y
anotacion de genomas ha demostrado que, ademas de los genes constitutivos para
las funciones esenciales del metabolismo, existen un numero variable de genes
accesorios adquiridos por transferencia horizontal que codifican rasgos adaptativos
que pueden ser benéficos en determinadas circunstancias para las bacterias en el

medio ambiente (Hacker y cols., 1997; Schmidt y Hensel, 2004).

Muchos de los bloques de genes accesorios adquiridos por transferencia
horizontal son reconocidos como islas genomicas (GEIS). Las islas genomicas
suelen ser definidas como segmentos de DNA bien caracterizado entre cepas
estrechamente relacionadas, su formacion contribuye a la diversificacion y la
adaptacion de los microorganismos a las presiones de seleccion de su medio (Juhas
y cols., 2009).
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En las islas gendmicas se encuentran codificados genes estructurales, de
resistencia, de secrecion, de simbiosis, de patogenicidad, entre otros. Estan
constituidas por elementos moviles que pueden encontrarse insertados en el genoma
bacteriano y clasificarse con base en las caracteristicas conferidas (Hacker y cols.,
1997; Hacker y Carniel, 2001). La difusion de la resistencia a los antibioticos, la
formacién de las vias catabdlicas y la presencia de genes de virulencia son algunos
ejemplos de este tipo de ventajas evolutivas codificadas por islas gendmicas (Juhas
y cols., 2009).

1.3.1. Islas de patogenicidad.

La patogenicidad de un microorganismo involucra la expresion de un gran
namero de productos genéticos. En la célula se deben expresar los genes cuyos
productos son requeridos para los procesos fisioldgicos basicos, pero ademas, otras
clases de genes relacionados con la virulencia, que se encuentran so6lo en cepas
patdgenas, y sus productos juegan un rol especifico en el mecanismo de
patogenicidad (Groisman y Ochman, 1996). Algunos patdégenos probablemente
evolucionaron por la adquisicion de largas unidades de informacion genética, que le
confieren la habilidad de colonizar nuevos nichos. En general, estos bloques de DNA
se encuentran en plasmidos o bacteriéfagos, sin embargo, muchos también se
pueden encuentrar en los cromosomas bacterianos o0 en unidades especificas

llamadas islas de patogenicidad (Fernandez y cols., 2004).

Las islas de patogenicidad o PAIl's por sus siglas en inglés “Pathogenicity
islands”; son un subgrupo de islas gendémicas, las cuales consisten en regiones
cromosomales que contienen genes asociados a la virulencia, siendo elementos
genéticos moviles, pueden ser transferidos de manera horizontal entre diferentes
especies 0 géneros; con frecuencia esta transferencia permite al receptor que se
vuelva patégeno (Hacker y cols., 1997; Hacker y Kaper, 2000). Las PAI's se pueden
encontrar en bacterias patdogenas Gram positivas y Gram negativas compartiendo

caracteristicas en comun (Hacker y Kaper, 2000; Gal-Mor y Finlay. 2006):
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e Codifican para uno o mas factores de virulencia, como pueden ser invasinas,
adhesinas, sistemas de adquisicion del hierro, toxinas, sistemas de evasion de
la respuesta inmune y sistemas de secrecion tipo Il (SSTIII) y sistema de
secrecion tipo IV (SSTIV).

e Se presentan en cepas de bacterias patdgenas de manera consistente pero
de manera variable en las bacterias no patdgenas.

¢ Ocupan regiones genodmicas largas, o bien, pueden formar parte de fagos y/o

plasmidos.

e La mayoria de las islas de patogenicidad van desde 10 hasta 200 Kb o mas,

sin embargo, se han descrito isletas de patogenicidad que van de 1 a 10 kb.

e La introduccién de estas largas piezas de DNA puede transferirse por via
horizontal a nuevos hospederos.

e Forman distintas unidades genéticas que generalmente estan flanqueadas por
secuencias repetidas directas perfectas o imperfectas de entre 16 y 20 pb las
cuales fueron probablemente generadas durante la insercion de bacteridfagos,

plasmidos o transposones en el genoma.

e Estan asociadas con genes de tRNA y/o secuencias de insercion siendo estos

los lugares donde se integran.

e Estan presentes otras caracteristicas de elementos genéticos maviles,
incluyendo origenes de replicacion de plasmidos y transposones o genes de

fagos, tales como recombinasas o integrasas.

e Contienen genes moviles cripticos.

e Son inestables, con una tasa de pérdida espontanea muy alta.

Posgrado en Biomedicina y Biotecnologia Molecular 13



Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas

e Estos elementos se han encontrado en varios organismos patdogenos que
tienen la capacidad de causar dafio no solo a humanos, sino también a las

plantas y a los animales.

e Las regiones de DNA que constituyen a las PAI's difieren en el contenido de
G-C reflejando también una diferencia en el uso de codones (Hacker y cols.,
1997; Fernandez y cols., 2004; Gal-Mor y Finlay, 2006).

La integracion de los fagos o transposones ocurre en sitios especificos en el
genoma, por lo tanto las islas no se insertan al azar. Las PAI's de bacterias Gram
negativas con frecuencia se localizan hacia la regién 5 de los genes que codifican
los RNA de transferencia, posiblemente porque los loci de tRNA se conocen como
sitios blancos de integracién de varios fagos y plasmidos (Fernandez y cols., 2004;
Gal-Mor y Finlay 2006).

No hay una identificacion clara de la fuente original de las islas de
patogenicidad y en muchos casos, el donante pudo ser un organismo no cultivable o
extinto. El origen de algunos factores de virulencia ha podido establecerse buscando
genes relacionados que se encuentran en cepas no patogénicas. Por ejemplo, los
sistemas SSTIII y SSTIV que se encuentran en patégenos Gram negativos son
homélogos a la maquinaria para exportar y ensamblar los flagelos o los pili. También
se ha sugerido, que algunos genes de eucariotas han sido incorporados en las PAI’'s
bacterianas (Fernandez y cols., 2004). Un ejemplo es la proteina efectora YopH, la
cual es una tirosina fosfatasa secretada por Yersinia, que es similar a la tirosina

fosfatasa de eucariotas (Guan y Dixon, 1990).

Las PAI’s reportadas en bacterias Gram positivas usualmente no encajan en la
definicion clasica de PAI's, ya que pueden no estar flanqueadas por sitios especiales
de uniodn, o con marcadores de insercion tales como; repeticiones directas 0 genes

de tRNA, lo que hace mas dificil su deteccion (Fernandez y cols., 2004).
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En el cuadro 1 se muestran algunos ejemplos de islas de patogenicidad en
microorganismos Gram negativos:

Cuadro 1. Islas de patogenicidad presentes en bacterias Gram negativas.

Factores de virulencia Ejemplos PAl’s
Factores de adherencia Escherichia coli uropatogénica LEE
Vibrio cholerae VP1
Listeria spp. LIPI-1
Toxinas Escherichia coli uropatogénica PAI Il
Sistema de adquisicion de Escherichia coli uropatogénica LEE
hierro Shigella flexneri SHI-2
Yersinia spp. HPI
Invasion Escherichia coli diarrogénica HPI
Salmonella spp. SP-1
Shigella spp. LIPI-1
Sistema de secrecion tipo Il Escherichia coli diarrogénica HPI
Salmonella spp. SP-1
Shigella spp. Shil
Yersinia spp. Hrp
Sistema de secrecién tipo IV Helicobacter pylori cag
Agrobacterium tumefaciens t-DNA

Modificado de Hacker y Kaper, 2000; Fernandez y cols., 2004; Figueroa y Verdugo, 2005

El origen y organizacion de las PAI’s, ha sido motivo de discusion; se cree que
comienza con la integracién de plasmidos, fagos o transposones; conjugativos o
cointegrados en genes especificos preferentemente en el cromosoma y que son
mantenidos por el microorganismo por transferencia vertical. Las islas mejor
descritas han sido aquellas que se encuentran en cepas de E. coli que causan una
serie de infecciones intestinales y extraintestinales y que codifican para una gran
variedad de factores de virulencia (Hacker y cols., 1997).

1.3.2. Deteccion de las islas de patogenicidad.

La disponibilidad de datos sobre genomas y las propiedades de distintas islas
provee de métodos eficaces para la busqueda e identificacion de las PAl's. La
secuenciacion de genomas de bacterias ha permitido conocer la estructura y las

propiedades del genoforo bacteriano y la deteccion de la informacidn genética
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adquirida horizontalmente. Se han utilizado varios enfoques para identificar a las
islas genémicas de manera informatica en los genomas secuenciados (Garcia-Vallve
y cols., 2000; Gal-Mor y Finlay, 2006). Una metodologia comun implica la
identificacion de regiones que contienen composicion atipica en comparacion con el
resto del genoma del organismo, como el contenido de G+C atipico, y el uso de
codones diferentes. Aunque este enfoque es relativamente sencillo y simple, puede
no detectar los mas antiguos eventos de transferencia horizontal debido a la
integracion y evolucidon de las secuencias adquiridas con el paso del tiempo, o bien
regiones que fueron adquiridos a partir de organismos con similares composiciones
de G-C en sus secuencias (Hsiao y cols., 2003). Un enfoque diferente que se puede
utilizar es la busqueda de genes con funciones que se asocian a menudo con
transferencia horizontal de genes tales como integrasas, transposasas, secuencias
fagicas, genes con similitud filogenéticamente inusual de especies distantes o
secuencias flanqueadas por tRNA’s. Una tercer estrategia es la comparacion directa
del genoma de especies relacionadas para la identificaciébn de las regiones Unicas
(Garcia-Vallve y cols.,2000; Hsiao y cols., 2003; Gal-Mor y cols., 2006).

Se han creado diversas herramientas informaticas para facilitar “in silico” la
deteccidon de las potenciales islas de patogenicidad en los genomas secuenciados
(URL 4). Estas herramientas incluyen programas como "IslandPath”, una aplicacion
que integra multiples funciones de las PAI’s, tales como composicién atipica de G+C
y genes asociados a la transferencia horizontal de genes (Hsiao y cols., 2003) o bien
la base de datos para genes transferidos horizontalmente “HGT-DB” (del inglés
Horizontal Gene Transfer-Data Bank), la cual consiste en una coleccion de genomas
secuenciados en linea, que basa su busqueda en parametros similares a IslandPath,
sin embargo, los algoritmos y sistema de puntuacion son mas estrictos por lo que
solo aparecen proteinas que potencialmente son transferidas horizontalmente

(Garcia-Vallve y cols.,2000).

Al contrario que en los andlisis Bioinformaticos un protocolo que no requiere

de una secuencia preliminar incluye la comparacion del genoma por hibridacion
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sustractiva (“subtractive hybridization”), que permite la identificacion de regiones
especificas de DNA o mRNA, usando sondas especificas en cultivos de tejidos o
células en un estadio determinado (URL 6). Esta técnica fue aplicada en Shigella
flexneri y resulté en la identificacion de la isla shil la cual inicialmente fue definida
como she-PAI (Rajakumar y cols., 1997).

La Identificacion de las distintas islas de patogenicidad puede tener
implicaciones médicas y practicas ya que los genes localizados en las islas pueden
ser utilizados como marcadores para el diagndstico molecular de microorganismos
patégenos, la estimacion de su potencial virulento, y su patron de resistencia a los
antibioticos (Gal-Mor y Finlay, 2006).

1.3.3. Isla de patogenicidad cag-PAI de Helicobacter pylori.

H. pylori, cuenta con una isla de patogenicidad de 40 kb, denominada cag-PAl
gue estd asociada con el incremento de la virulencia bacteriana, por lo que se le
considera como un marcador de H. pylori, que se cree que inicialmente lo adquirié
por transferencia horizontal desde especies relacionadas y con el paso del tiempo ha
sido adoptado por varios intermediarios, por cromosomas colocados mediante
secuencias repetidas directas y secuencias de insercion IS605 e 1S606. cag-PAl
contiene 31 marcos de lectura abierta (figura 4). Esta isla, presenta caracteristicas
similares a las de otras islas de patogenicidad encontradas en E. coli, Salmonella

spp. y Yersinia spp. (Datta y cols., 2003).

H. pylori cag (37 kb)
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Figura 4. Isla de patogenicidad cag-PAl de Helicobacter pylori.
Modificado de Gal-Mor y Finaly, 2006.
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Los analisis de secuencias nucleodtidicas de cag-PAIl, han demostrado que
ocho de sus genes son homdlogos con genes de operones presentes en otras
especies de bacterias, tales como: B. pertussis, A. tumefaciens, E. coli,
L. pneumophila, Ricketsia prowwazeki y B. suis que codifican para una familia de
proteinas transportadoras que conforman el sistema de secrecion tipo 1V (figura 5)
(Christie y Vogel, 2000; Rincén, 2005). Ademas, cag-PAl esta asociada con el
incremento de la virulencia de las cepas de H. pylori contribuyendo de esta forma a
una respuesta inflamatoria mas severa en la mucosa del hospedero, para su
deteccidn in vitro se han propuesto los genes marcadores cagA y mas recientemente
cagE (Bach y cols., 2002).

Legionelta preumophila  Lvh .QM DR E D> I )
82 83 87
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Bordetella pertussis Py PED»' ”B@. >
Helicobacter pylor Cag 3 - = E)
Rickettsia prowazeki <4 > P

Figura 5. Sistemas de secrecion tipo IV de diversos microorganismos.
Las proteinas homadlogas se muestran con un cddigo de color diferente; en verde
se muestran las proteinas con funcion de ATPasa homdlogas a CagE de H. pylori
(Tomado de Christie y Vogel, 2000).

1.3.3.1. Gen cagA.

El gen cagA se encuentra localizado en el extremo 3’ de la isla de
patogenicidad, codifica para una proteina de membrana externa denominada
proteina asociada a la citotoxina, la cual es un antigeno altamente inmunogénico
cuyo peso molecular oscila entre 120-140 kDa (Bach y cols., 2002). Este gen se
encuentra presente en cepas de H. pylori aproximadamente de un 50% a un 60% de
los aislamientos. Se considera como un marcador de la cag-PAl intacta en este
microorganismo y probablemente fue obtenido por transferencia horizontal de
organismos filogenéticamente lejanos entre si, durante el paso de su evolucion. El
gen cagA consiste en un marco de lectura abierta que codifica para 1,147 a 1,181

aminoacidos (Yamaoka y cols., 1998; Rota y cols., 2001; Bach y cols., 2002). El
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analisis de nucledtidos del gen cagA, ha mostrado que la regiéon 5 esta altamente
conservada mientras que en la regiéon 3’ del gen presenta un numero variable de
secuencias repetidas, que al transcribirse determina el tamafo de la proteina Cag A
(Rota y cols., 2001).

1.3.3.2. Gen cagE.

El gen cagE se describi6é por primera vez en 1995 (Tummuru y cols., 1995;
Censini y cols., 1996) el cual es homologo (26% identidad y 50% similitud) con el gen
ptIC de B. pertussis cuyos productos de traduccion participan en la induccién de IL-8
por las células epiteliales. El gen cagE se propuso como marcador de virulencia y de
la cag-PAl intacta (Owen y cols., 2001; Hsu y cols., 2002) se ha asociado con el
desarrollo de la ulcera duodenal en la poblacion infantil (Day y cols., 2000) posee
actividad de ATPasa del sistema de secrecion tipo IV de H. pylori considerandose la
proteina mas conservada entre el SSTIV de otros microorganismos relacionados

(Ikenoue y cols., 2001).

Posgrado en Biomedicina y Biotecnologia Molecular 19



Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas

2. ANTECEDENTES

A pesar de los avances en el estudio de los factores de virulencia del género
Aeromonas no se ha podido dilucidar completamente su mecanismo de
patogenicidad, un avance en este campo es el hallazgo de sistemas de secrecion
gue funcionan como translocadores de moléculas efectoras con potencial virulento.
Vilches y cols. en 2004 investigaron la presencia y organizacion genética de un
sistema de secrecion tipo lll en diferentes especies de Aeromonas, reportando por
primera vez la secuencia completa de 35 genes que codifican para las proteinas de
este sistema, organizados en una disposicién similar al SSTIII de P. aeruginosa y
Y. pestis (figura 6). Por otro lado, Chacon y cols., en 2004 identificaron los genes
ascF y ascG, que codifican para los componentes de un SSTIlI en Aeromonas,
demostrando la distribucion de estos genes en 84 aislamientos clinicos, el 50% de
las cepas aisladas pertenecian a las especies A. hydrophila, A. veronni y A. caviae
hibridaban con la secuencia de los genes ascF y ascG cuyos productos de expresion
son chaperonas que se unen a otras proteinas citoplasmaticas del SSTIII que forman

los canales de secrecion.
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Figura 6. Diagrama de la organizacion genética del SSTIIl de A. hydrophila, Y. pestis y P. aeruginosa.
La direccién de las flechas indica el sentido en el que esta codificada la proteina. El cddigo de color
representa la homologia de las proteinas entre estas bacterias. Tomado de Vilches y cols., 2004
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Asi mismo se han identificado cuatro proteinas efectoras del SSTIII en
A. salmonicida (AexT, AopP, AopO y AopH) (Dacanay y cols. 2006), y una en las
cepas de A. hydrophila AH-3 (AexT) y A. hydrophila SSU (AexT-like o AexU). La
proteina AexT es una toxina bifuncional homologa de los efectores bifuncionales,
ExoT/ExoS de P. aeruginosa, mostrando actividad ADP-ribosiltransferasa y GAP (del
inglés, GTPase activating protein). AopP es miembro de la familia YopJ, un grupo de
proteinas efectoras del SSTIII que interfiere con vias de sefalizacion de proteinas
quinasa activadas por mitégeno (MAPK) y/o con el factor nuclear kappa B (NF-«xB).
Las funciones biolégicas de AopO y AopH se desconocen; sin embargo, son
homélogos de las proteinas efectoras YopO y YopH de Y. enterocolitica
respectivamente (Burr y cols., 2003a; Burr y cols., 2003b; Dacanay y cols., 2006;
Stuber y cols., 2003).

Algunos estudios muestran que el sistema de secrecion tipo IV (SSTIV), posee
un papel central en las interacciones hospedero-parasito; Rangrez y cols. (2006)
demostraron, por secuenciacion y analisis bioinformético, la existencia y organizacion
de un sistema de secrecion tipo IV (SSTIV) codificado en el plasmido pAc3249A de
aproximadamente 30 kb en Aeromonas culicicola. El operén completo de este
sistema de secrecion de 11,061 pb se designé como AcTra y codifica para 12 marcos
abiertos de lectura (proteinas TraA-TraK), el orden y orientacion de los genes son
similares a otras bacterias como A. caviae, A. tumefaciens y E. coli (figura 7). Se
determind que las proteinas que poseen actividades fundamentales en el SSTIV de
A. culicicola son: TraC, TraH y TraJ homdlogas a VirB2, VirB9 y VirB11 de A. caviae
y forman la estructura del pili, una proteina requerida para la actividad del canal o

biogénesis del pili y una ATPasa respectivamente (Rangrez y cols., 2006).
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Figura 7. Comparacion del operdn AcTra contra otros SSTIV homoélogos.
Los diferentes colores indican la probable funcién o localizacidn de la proteina. Verde claro: acetil-
transglicosilasa. Azul: componentes de ensamblaje del pilus, Amarillo: ATPasas. Verde oscuro:
proteinas que forman los componentes basicos. Tomado de: Rangrez y cols., 2006

Asi mismo, Rhodes y cols., en 2004 y Kulinska y cols., en 2008 demostraron la
presencia de este SSTIV en los plasmidos pFBAOT6 de A. caviae HGB5 cepa de
origen clinico y pRA3 de A. hydrophila respectivamente, estos elementos méviles
pertenecen a la familia IncU que ademas del SSTIV poseen genes de resistencia a
antibidticos como tetraciclina y ampicilina. No existen reportes en la literatura de
cepas de Aeromonas spp. que posean sistema de secrecion tipo IV codificado en el
cromosoma.

A pesar de los hallazgos antes descritos, aun no se ha demostrado la
presencia de una isla de patogenicidad en este género, sin embargo; Datta y cols. en
2003 demostraron mediante PCR e hibridacion en fase solida (Colony Blot), la
presencia del gen cagA-like de H. pylori, en cepas de origen ambiental de
Aeromonas spp. obtenidas de muestras de agua de lagos en Calcuta, India. La
secuenciacion de los productos de PCR revel6 un 97 a 98% de similitud del gen
cagA-like de cepas de Aeromonas spp. ambientales contra aislamientos clinicos de
H. pylori de la misma localidad. Por otro lado, Alvarado-Hernandez (2007) demostro
la presencia del gen cagA, por PCR e hibridacion en fase soélida (Dot Blot), en 20/116
(17.24%) cepas de origen ambiental de Aeromonas spp. (80% de pescado congelado
y 20% de muestras de agua de fuentes Espafiolas) las cuales correspondian a las

especies A. bestiarum, A. veronii bv. sobria y A. salmonicida.

Posgrado en Biomedicina y Biotecnologia Molecular 22



Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas

El segundo indicio de la posibilidad de que exista una isla gendmica en el
género Aeromonas lo aportan recientemente Tabei y cols. en 2009. Ellos reportaron
una isla para la glicosilacion de flagelina y la biosintesis del antigeno lipopolisacéarido
O (LPS-O) en A. caviae Sch3N. Esta isla parece haber sido adquirida
horizontalmente, ya que estd flanqueada por elementos de insercién, con un
contenido menor de G+C que el promedio del resto del genoma. La mayoria de los
productos génicos codificados por la isla son ortdlogos de proteinas que han

mostrado estar implicados en estas rutas biosintéticas tanto en C. jejuni como en H.

pylori.

Analizando los datos anteriores y aprovechando la diversidad de la cepoteca
del grupo de trabajo de Aeromonas spp. del laboratorio de Bacteriologia Médica, se
decidi6 establecer una estrategia molecular para la busqueda de islas de
patogenicidad mediante genes marcadores de PAIl's descritos en otros géneros
bacterianos, asi como de los principales genes que dan funcionalidad al sistema de

secrecion tipo V.
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3. JUSTIFICACION

El mecanismo de patogenicidad del género Aeromonas es considerado como
complejo y multifactorial y no se encuentra totalmente elucidado. Por lo tanto, la
determinacién de la presencia genes de secrecion tipo IV (SSTIV), marcadores de
cag-PAI de H. pylori, como los genes cagA y cagE, en cepas de Aeromonas spp. de
origen clinico y ambiental aportara evidencia para sugerir la presencia de una isla de
patogenicidad y su relacibn con el mecanismo de patogenicidad de este

microorganismo.
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4. HIPOTESIS

Si las cepas de Aeromonas spp. de origen clinico y ambiental presentan los
marcadores buscados entonces podremos sugerir la presencia de islas de

patogenicidad en este género bacteriano.
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5. OBJETIVO GENERAL

Investigar la presencia de una isla de patogenicidad en cepas de origen
ambiental y clinico del género Aeromonas spp.

5.1 Objetivos particulares.

e Detectar la presencia de marcadores de cag-PAIl, como los genes cagE y
cagA, en cepas de Aeromonas spp. de origen clinico y ambiental mediante
PCR.

e Detectar la presencia de la ATPasa tfc16 de H. influenzae homdloga a virB4
en cepas de Aeromonas spp. de origen clinico y ambiental mediante PCR.

e Realizar la busqueda de los genes virB2, virB9 y virB11, marcadores de la
presencia de un sistema de secrecion tipo IV; en cepas de Aeromonas spp. de
origen clinico y ambiental mediante PCR.

e Determinar la frecuencia de los genes marcadores de PAl's y establecer las

cepas candidato a la busqueda de PAI’s.
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6. MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 118 cepas del género Aeromonas que forman parte del cepario
del grupo de investigacion de Aeromonas del laboratorio de Bacteriologia Médica de
la ENCB — IPN; 63 cepas provienen de casos de diarrea y gastroenteritis del estado
de Hidalgo, 41 méas de origen ambiental distribuidas de la siguiente manera: 16
fueron aisladas de pescado congelado, 4 provienen de agua de fuentes publicas en
Espafia y 21 cepas provienen de muestras de agua de playas de Veracruz. Asi
mismo se incluyeron 14 cepas de referencia. Todas las cepas trabajadas han sido
identificadas y caracterizadas por métodos moleculares en trabajos previos (Aguilera-
Arreola, 2002; Alor, 2000; Alvarado-Hernandez, 2007; Castro-Escarpulli, 2002). La

figura 8 muestra el esquema general de trabajo.
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Figura 8. Esquema general de trabajo
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6.1. Descongelacion, recuperacion y pruebas de viabilidad y pureza de las

cepas de Aeromonas spp.

(Alvarado-Hernandez, 2007)

Las cepas conservadas en congelacion a -70°C en caldo Todd Hewitt con

40% de glicerol; fueron recuperadas mediante la siguiente estrategia:

. Se raspo el congelado y se sembro por estria cruzada en placas de gelosa

Casoy.
Las placas se incubaron a 28°C durante 24 a 48 h para cepas de origen

ambiental y a 37°C durante 24 h para cepas de origen clinico.

3. Se revisaron las placas y se observo el desarrollo bacteriano.

4. Se comprob6 la pureza de la cepa mediante una tincion de Gram y se

realizaron pruebas de oxidasa y catalasa.

. Se seleccionaron las colonias que correspondan a la morfologia tipica de

Aeromonas spp.

6.2. Conservacion de las cepas. (Alvarado-Hemandez, 2007)

Las cepas recuperadas se guardaron durante el desarrollo del presente

trabajo en microtubos con medio de mantenimiento a mediano plazo.

6.3. Extraccion de DNA.

Para la extraccion de DNA se emplearon dos métodos que a continuaciéon se

describen:

4.

6.3.1. InstanGene Matrix MR (Alvarado-Hernandez, 2007)

Se adicion6 1000 pL de agua inyectable en un microtubo de 1.5 mL estéril.

Se colocaron de 2 a 3 colonias del cultivo puro y se mezcld con el agua en
vortex por 10 s a velocidad media.

Se centrifugaron los tubos en una microcentrifuga a 12 000 x g a 4°C durante

1 min.

Se elimind el sobrenadante.
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5. Se le adicion6 200 L de la matriz de purificacién InstaGene MatrixF.

6. Se incubaron los tubos durante 20 min a 56°C y se mezclé durante 10 s en
vortex a velocidad maxima.

7. Se colocaron los microtubos en un bafio de agua hirviendo durante 8 min.

8. Se mezclaron durante 10 s en vortex a velocidad méaxima.

9. Se centrifugd a 12 000 x g a 4°C durante 3 min, la fase acuosa (150 uL) se
pasé con una micropipeta a un microtubo nuevo de 600 pL.

10.Se guardo el DNA a — 20°C hasta su uso.

6.3.2. Método de choque térmico (RuzRuz 2007

1. Se adicionaron 200 uL de agua bidestilada estéril en un microtubo de 600 pL
esterilizado por calor himedo.

2. Se colocaron de 3 a 5 colonias del cultivo puro con asa calibrada roja y se
mezcld en vortex a velocidad media.

3. Los tubos se sometieron a calentamiento en bafio de agua hirviendo durante
15 a 20 min.

4. Se colocaron inmediatamente en bafio de hielo por 15 min o bien congelar a -

20°C hasta su uso.

La concentracion y pureza del DNA gendmico de cada una de las cepas, se
evaluo espectrofotométricamente a una absorbencia de 260 nm, teniendo en cuenta
que un valor de DO = 1 equivale a 50 ug/mL de DNA. Para observar la integridad del
DNA se preparé un gel de agarosa al 0.8% con regulador Tris Acetato EDTA 1X
(TAE) y bromuro de etidio (0.5 pg/mL). En cada pozo del gel se depositaron 8 uL de
muestra y 2 uL de regulador de carga tipo IV. El gel se sometié a electroforesis a 70
v durante 90 m con regulador TAE 1X en camara de electroforesis y se observo en

un digitalizador de geles con luz UV (Eagle eye).
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6.4. Estandarizacién de la PCR para la amplificacién del gen cagg (kenouey cols.
2001; Gonzalez, 2006)

La busqueda del gen cagE por PCR se llevé a cabo usando los iniciadores
propuestos por Ikenoue y cols. (2001) y las condiciones de reaccidén descritas por
Gonzalez (2006). La secuencia de los iniciadores se muestra en el cuadro 2. Se
utilizé como testigo positivo el DNA de la cepa tipo de H. pylori ATCC 43504 y como
control negativo el DNA de la cepa E. coli K12.

Cuadro 2: Iniciadores empleados para la amplificacién
del gen cagE de H. pylori en Aeromonas spp.

Talla molecular del
Gen Iniciador Secuencia 57 --- 3’
amplicon (pb)
F1 GCGATTGTTATTGTG CTT GTA G
cagk 350
R1 GAA GTG GTT AAA AAT CAATGC CCC

Tomado de: Ikenoue y cols., 2001.

6.4.1. Mezcla de reaccion (Gonzalez, 2006)

La mezcla de reaccion se realiz6 en un microtubo con capacidad para 0.2 mL,
agregandose los reactivos como se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3: Mezcla de reaccion para la PCR del gen cagE.

Mezcla de Concentracion  Concentracion Cantidades de
reaccion inicial final reactivos (pL)
H,0 - - 15.8
Regulador 10 X 1X 2.5
MgCl, 50 mM 3 mM 1.5
dNTP’s 10 mM 0.8 mM 2.0
Iniciador F1 15 pM 0.6 pM 1
Iniciador R1 15 pM 0.6 pM 1
Tag Pol
(invitrogen) 5 Ul/pL 1 Ul/pL 0.2

Modificado de: Gonzalez, 2006.
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Se adicion6 1.0 uL de DNA molde a una concentracion de 80 ng/mL de cada
una de las cepas a probar. Se incluyé el DNA de cepas testigo negativas asi como
un testigo de reactivos al cual no se le adicioné DNA.

6.4.2. Condiciones de amplificacion(Gonzalez. 2006)

Las condiciones de reaccion iniciales se presentan en el cuadro 4.

Cuadro 4: Condiciones de amplificacion para la PCR del gen cagE.

Tiempo Temperatura Numero de
Fase
(min) (C) Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 10:00 94 1
Desnaturalizacidn 1:00 94
Alineamiento 1:00 57 35
Extension 1:00 72
Extension Final 10:00 72 1

Tomado de: Gonzélez, 2006

6.4.3. PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Cada uno de los tubos de reaccion fue homogeneizado y colocado en un
termociclador marca Biometra modelo T-Gradient y se corri6 el programa
correspondiente.

6.4.4. Electroforesis de los productos de PCR (Gonzalez 2006)

1. Se prepar6 un gel al 2% de agarosa con regulador TAE 1X con bromuro de
etidio (0.5 pg/mL).

2. En cada pozo del gel se depositaron 8 uL de muestra 'y 2 uL de regulador de
carga tipo IV.

3. Se utilizd6 como marcador de talla molecular Ladder de 100 pb a 1000 pb
(Invitrogen).

4. El gel se sometio a electroforesis a un voltaje de 70 v durante 90 min con
regulador TAE 1X en una camara de electroforesis.

5. El gel se observo en un digitalizador de geles con luz U.V
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6.4.5. Purificacion y secuenciacion de los productos de PCR

Se separaron los productos de PCR por electroforesis como se indica en el
apartado 6.4.4.

La banda correspondiente al amplicon deseado se cortd del gel de agarosa
usando un bisturi limpio.

Se procedi6 a realizar la extraccion del DNA de la matriz del gel usando el kit
Pure Link Quick Gel Extraction (Invitrogen) para lo cual se colocé el fragmento
de gel en un microtubo de 1.5 mL nuevo y estéril.

Se pesoO el fragmento del gel y se le adicion6 30 uL del regulador de
solubilizacion (GS1) por cada 10 mg de agarosa.

Se incubd el tubo a 50°C por 15 min, agitando en vértex a maxima velocidad
cada 3 min.

6. Cuando el gel se disolvié totalmente se incubé nuevamente a 50°C por 5 min.

9.

Se coloco la mezcla total en una columna de extraccion montada sobre un
microtubo de 1.5 mL nuevo y estéril y se centrifugé a 12 000 x g por 1 min.

Se descart6 el filtrado y se lavé la columna con 500 uL del regulador de
solubilizacion (GS1) incubando a temperatura ambiente por 1 min.

Se centrifugé a 12 000 x g por 1 min y se desecho el filtrado.

10. Se adicion6 700 uL del regulador de lavado (W9) a la columna y se incubé a

temperatura ambiente por 5 min.

11. Se centrifugé a 12 000 x g por 1 min y se desechd el filtrado.

12. Se colocé la columna en un microtubo nuevo y estéril y se adicion6 20 uL de

regulador Tris EDTA (TE) previamente calentado a 70°C exactamente en el
centro de la pastilla dentro de la columna. Se incub6 a temperatura ambiente

por 1 min.

13.Se centrifugé a 12 000 x g por 2 min y se almacen6 el DNA purificado a

-20°C hasta su uso.

14. Se preparo la mezcla para secuenciacion de manera individual para ambos

iniciadores y se secuencio en el aparato ABI PRISM 3100.
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6.5. Estandarizacion de la PCR para la amplificacion del gen tfcl6 de
H. influenzae en cepas de Aeromonas spp. (Espinoza-Mellado, 2009)

La busqueda del gen tfcl6 de H. influenzae homélogo al gen virB4 de
A caviae se realiz0 mediante PCR usando los iniciadores y las condiciones de
reaccion estandarizadas por Espinoza-Mellado (2009). La secuencia de los
iniciadores se muestra en el cuadro 5. Para la amplificacion del gen se utiliz6 como
testigo positivo el DNA de la cepa de H. influenzae ATCC 33930 y como control
negativo el DNA de la cepa de E. coli K12.

Cuadro 5: Iniciadores empleados para la amplificacién del gen tfc16 en Aeromonas spp.

Talla molecular del

Gen  Iniciador Secuencia 5" --- 3’ ’
amplicon (pb)
F1 TGT AAG AGG GAA AGA CGA TCA AG
tfcié 277
R1 CAC CGC GGT TAAAATAGG TG

Tomado de: Espinoza-Mellado, 2009.

6.5.1. Mezcla de reaccién. (Espinoza-Mellado, 2009)

La mezcla de reaccion se realiz6 en un microtubo con capacidad para 0.2 mL,
agregandose los reactivos mostrados en el cuadro 6.

Cuadro 6: Mezcla de reaccién para la PCR del gen tfc16 en Aeromonas spp.

Mezcla de Concentracion  Concentracion  Cantidades de
reaccion inicial final reactivos (ulL)
H,O - - 14.8
Regulador 10X 1X 2.5
MgCl, 50 mM 4.0 mM 2.0
dNTP’s 2 mM 0.2 mM 2.5
Iniciador V4F 10 pM 0.4 pM 1
Iniciador V4R 10 pM 0.4 pM 1
Taq Pol
(invitrogen) 5 Ul/pL 1Ul/uL 0.2

Tomado de: Espinoza-Mellado, 2009.
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Se adicion6 1.0 uL de DNA molde a una concentracion de 80 ng/mL de cada
una de las cepas a probar. Se incluyé el DNA de cepas testigo negativas asi como
un testigo de reactivos al cual no se le adicion6 DNA.

6.5.2. Condiciones de amplificacion.

Las condiciones de reaccion iniciales se presentan en el cuadro 7:

Cuadro 7: Condiciones de amplificacion para la PCR del gen tcf16 en Aeromonas spp.

Tiempo Numero de
Fases Temperatura (2C)
(min) Ciclos

Desnaturalizacidn Inicial 7:00 94 1
Desnaturalizacién 1:00 94

Alineamiento 1:00 60 30
Extension 1:00 72

Extension Final 7:00 72 1

Tomado de: Espinoza-Mellado, 2009.
6.5.3. PCR

Cada uno de los tubos de reaccion fue homogeneizado y colocado en un

termociclador marca Biometra y se corrié el programa seleccionado.

6.5.4. Electroforesis de los productos de PCR.

Se realiz6 segun lo indicado en el apartado 6.4.4.

6.5.5. Secuenciacion de los productos de PCR.

Se realizo segun lo indicado en el apartado 6.4.5. Se seleccioné la cepa de

A. bestiarum AhA4 y como testigo positivo a H. influenzae ATCC 33930.
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6.6. Estandarizacion de la PCR para la amplificacion de los genes virB2, virB9 y
virB11.

Para la amplificacibn de estos genes se empleé el DNA de la cepa
trasformante de E. coli J53 con el plasmido pFBAOT6 de A. caviae proporcionado
por el Dr. Glenn Rhodes del Centre for Ecology and Hydrology en Lancaster,
Inglaterra como testigo positivo y el DNA de la cepa de E. coli K12 como testigo

negativo.

6.6.1. Disefio de los iniciadores.

Las secuencias de DNA plasmidico de los genes virB2, virB9, virB1l; se
obtuvieron de la base de datos del genebank del Nacional Center for Biotechnology
(NCBI). Con estas secuencias se realizaron alineamientos empleando el programa
CLUSTAL W. Los iniciadores se disefiaron usando el programa Primer 3 y DNAMAN.
Se determinaron pardmetros fisicoquimicos como %G-C y %T-A, Tm,
complementaridad entre todos los iniciadores y formaciébn de estructuras

secundarias, con el objetivo de estandarizar una PCR muiltiple.

6.6.2. Mezcla de reaccion.

La mezcla de reaccion se realizdé en un microtubo con capacidad para 0.2 mL,
agregandose los reactivos mostrados en el cuadro 8.

Cuadro 8: Mezcla de reaccion para la PCR de los genes virB2, virB9 y virB11.

Mezcla de Concentracion  Concentracion ~ Cantidades de
reaccion Inicial final reactivos (ulL)
H,O - - 13.7
Regulador 10X 1X 2.5
MgCl, 50 mM 3.0 mM 1.5
dNTP’s 2 mM 0.16 mM 2.0
Iniciador V2, V9 6 V11F 0.1 uM 6 nM 1.5
Iniciador V2, V9 6 V11R 0.1 uM 6 nM 1.5
Taq Pol (Invitrogen) 5 Ul/uL 1.5 Ul/uL 0.3
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Se adicion6 2.0 uL de DNA molde a una concentracion de 80 ng/mL de cada
una de las cepas a probar. Se incluyé el DNA de cepas testigo negativas asi como
un testigo de reactivos al cual no se le adicion6 DNA.

6.6.3. Condiciones de amplificacion.

Las condiciones de reaccion iniciales se presentan en el cuadro 9:

Cuadro 9: Condiciones de amplificacion para la PCR de los genes virB2, virB9 y virB11.

Tiempo Numero de
Fases Temperatura (2C)
(min) Ciclos

Desnaturalizacion Inicial 7:00 94 1
Desnaturalizacidn 1:00 94

Alineamiento 1:00 52 35
Extension 1:00 72

Extensidn Final 7:00 72 1

6.6.4. PCR

Cada uno de los tubos de reaccion fue homogeneizado y colocado en un
termociclador marca Biometra y se corrio el programa seleccionado.

6.6.5. Electroforesis de productos de PCR.

Se realiz6 segun lo indicado en el apartado 6.4.4.
6.6.6. Secuenciacion de los productos de PCR.

Se realizo segun lo indicado en el apartado 6.4.5. Se seleccion6 una cepa de
A. caviae 5.2 y como testigo positivo los amplicones del plasmido pFBAOT6 de la

cepa transformante E. coli J53.
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6.7. Estudio bioinformatico de marcadores de islas de patogenicidad.
6.7.1. Andlisis bioinformatico de la proteina CagE

Se descargo la secuencia de CagE (YP_001910298) de la base de datos de
proteinas del NCBI (URL 1). Los homologos (secuencias de proteinas y DNA) se
buscaron mediante la opcién PSI-BLAST en la base RefSeq mostrando los 100
mejores resultados; los pardmetros restantes se manejaron segun lo recomienda el
programa. De las secuencias mostradas se seleccionaron microorganismos de
diversos géneros y especies cuyo valor de expectacion oscil entre los 0.0 y 1.0x10™.

Las secuencias se descargaron a un archivo *.txt en formato FASTA.

Se realizaron alineamientos de las secuencias de proteinas por métodos
reiterativos y progresivos; las puntuaciones obtenidas por cada uno de ellos fueron
evaluadas en los programas “GenDoc” y “T-Coffee Core” para determinar el mejor
alineamiento. Se obtuvieron logos de las regiones mas conservadas asi como el
modelo reportado en la base de datos “SwissProt” para la proteina CagE. A partir del
alineamiento con la mejor puntuacion; se realiz6 el alineamiento del DNA por
traduccion inversa usando el programa “tranalign” del servidor “EMBOSS” (URL 5) el
cual se guard6 en formato fasta (DNA cagE.fasta). Se emple6 el programa “MEGA 4”
para la construccién del arbol filogenético, para lo cual el archivo se convirti6 a
formato meg; se realizd el célculo de distancias con 4 modelos evolutivos (distancia
p, Jukes Cantor, Kimura 2 Parametros y Tajima Nei) y se selecciondé el modelo
evolutivo que mejor explica los datos. La construccion del arbol filogenético se realizo
usando método de Union de Vecinos (“Neighbor Joining” 6 NJ) y el método de
promedios aritméticos de pares de grupos sin peso (UPGMA) y “bootstrap” de 1000

repeticiones.
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6.7.2. Busqueda de marcadores de islas de patogenicidad mediante el
programa IslandPath.

Se obtuvo el genoma completo de A. hydrophila ATCC 7966 (clave de acceso:
NC _008570) y A. salmonicida subsp. salmonicida A449 (clave de acceso:
NC _009348) de la base de datos del NCBI. Se alimentd el programa “IslandPath
Analysis” disponible en linea (URL 4) con las secuencias obtenidas. Se descargo el
archivo visual del resultado y se procedié a analizar e interpretar las imagenes
obtenidas.
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7. RESULTADOS

7.1. Recuperacién de las cepas de Aeromonas spp.

El material biol6gico empleado se recupero sin problema mediante siembra en
medio Casoy. La figura 9 muestra un ejemplo de un cultivo con morfologia colonial
caracteristica de A. hydrophila a las 24 h de incubacion.

Figura 9. Morfologia colonial de las cepas de A. hydrophila
sobre gelosa casoy después de 24 h de incubacién a 37°C.

A las 104 cepas de Aeromonas spp. recuperadas se les comprob6 su pureza.
El cuadro 10 muestra la identidad y origen de aislamiento de las cepas de trabajo. Se
recuperaron 41 cepas de origen ambiental y 63 de origen clinico aisladas de
pacientes con cuadros diarreicos y de gastroenteritis del estado de Hidalgo.
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Cuadro 10: Identidad y origen de aislamiento de las cepas de Aeromonas spp.
recuperadas y empleadas en el presente trabajo.

Cepas de origen ambiental
) Cepas de
Especie ) - Agua Pescado Agua
origen clinico
dulce congelado salada
A. hydrophila 25 7
A. bestiarum 4 6
A. salmonicida 6
A. caviae 25 14
A. veronii bv sobria 12 4
A. trota 1
Total (n=104) 63 4 16 21

Ademas de las 104 cepas de origen clinico y ambiental se recuperaron 14
cepas tipo. El cuadro 11 muestra la identidad y nimero de coleccién de las cepas
empleadas como material de trabajo.

Cuadro 11: Cepas de referencia de Aeromonas spp. recuperadas.

Grupo de . Cepa Tipo

Hibridacion L ATCC CECT
1 A. hydrophila 7966 839
2 A. bestiarum 51108 4227
3 A. salmonicida 33658 894
4 A. caviae 15468 838
5 A. media 33907 4232
6 A. eucrenophila 23309 4224
7 A. sobria 43079 4245
8 A. veronii 9071 -
9 A. jandaeii 49568 4228
10 A. veronii bv. veronii 35624 4257
13 Aeromonas gpo. 501 N/A N/A
14 A. trota 49657 4255
16 A. encheleia 51929 4342
17 A. popoffii BAA-243 4995

ATCC: American Type Culture Collection. CECT: Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo. N/A: No aplica
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7.2. Extraccion de DNA.

La figura 10 muestra el corrimiento electroforético del DNA gendmico de las
cepas de Aeromonas spp. en un gel de agarosa al 0.8%. Se emplearon 2 métodos
de extraccién de DNA: el reactivo comercial InstaGene Matrix"? (BIO-RAD) vy el
método de choque térmico. Las concentraciones medidas espectrofotométricamente
variaron de 367 ng/uL a 4820 ng/uL en los DNA"s extraidos con el InstaGene Matrix
y de 4570 ng/uL a 23 567 ng/uL en los DNA’s extraidos con el método de choque
térmico; todas las muestras fueron diluidas para el ensayo de PCR, a una
concentracion final de 80 ng/mL.

Figura 10. Electroferograma del DNA genomico de las cepas de Aeromonas spp.
Carriles 1 a 5: Extraccidn con InstaGeneMatrix. Carriles 6 a 10: Extraccion por choque térmico.

7.3. Determinacién del gen cagE de H. pylori.

7.3.1. Estandarizacion de la PCR en cepas de Aeromonas spp.

Bajo las condiciones iniciales estandarizadas por Gonzalez en 2006 se logro el
amplicdn esperado de 350 pb, correspondiente al gen cagE de H. pylori, con el DNA
de la cepa A. bestiarum AhA4 donde se observa una banda muy tenue del tamafio
esperado y en el DNA de la cepa tipo H. pylori ATCC 43504 (figura 11).
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Figura 11. Electroferograma de la amplificacidn del gen cagE (350 pb) bajo las
condiciones estandarizadas por Gonzalez en 2006. Carril 1: Marcador de talla
molecular. Carril 2: A. bestiarum 112. Carril 3: A. bestiarum AhA4. Carril 4:
Testigo de reactivos. Carril 5y 6: H. pylori ATCC 43504

Debido a que el método descrito por Gonzalez en 2006 para amplificar el gen
cagE en H. pylori no funciond bien en la cepas del género Aeromonas probadas, se
decidi6 realizar cambios a dicha técnica. Inicialmente se modificaron las cantidades
de DNA molde y temperatura de alineamiento mediante PCR en gradiente. Para esta
estandarizacion de parametros se uso exclusivamente la cepa A. bestiarum AhA4 de
origen ambiental ya que en el primer ensayo mostré un amplicon tenue, como testigo
positivo se empled el DNA de H. pylori ATCC 43504 y como testigo negativo el DNA
de E. coli K12 (figura 12).
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Figura 12. Electroferograma de la estandarizacion de la PCR del gen cagE (350 pb).
Carril 1: Marcador de talla molecular. Carril 2: A. bestiarum AhA4 con 0.5 Ul /uL de Taq a
57°C. Carril 3: A. bestiarum AhA4 con 240 ng/mL de DNA a 57°C. Carril 4: A. bestiarum
AhA4 con 0.5 Ul/uL de Tag y 240 ng/mL de DNA a 57°C. Carril 5: H. pylori (testigo positivo)
a 57°C. Carril 6: H. pylori (testigo positivo) a 58°C. Carril 7: A. bestiarum AhA4 a 58°C.
Carril 8: H. pylori (testigo positivo) a 59°C. Carril 9: A. bestiarum AhA4 a 59°C. Carril 10:
Cepa de E. coli K 12 (testigo negativo) a 57°C.

Después de los ajustes realizados, la mezcla de reaccion estandarizada en las
gue se logro la amplificacion del gen cagE en cepas de Aeromonas spp. se muestran
en el cuadro 12y 13:

Cuadro 12: Mezcla de reaccidon estandarizada para la
amplificacion del gen cagE en cepas de Aeromonas spp.

Mezcla de Concentracion  Concentracion Cantidades de

reaccion inicial final reactivos (ul)
H,O - - 14.8
Regulador 10X 1X 2.5
MgCl, 50 mM 3 mM 1.5
dNTP’s 10 mM 0.8 mM 2.0
Iniciador F1 15 pM 0.6 pM 1.5
Iniciador R1 15 pM 0.6 pM 1.5
DNA molde 80 ng/mL - 2.0
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Cuadro 13: Condiciones de amplificacion estandarizadas para la PCR del gen cagE.

Tiempo Numero de
Fases Temperatura (2C)
(min) Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 7:00 94 1

Se adicion6 0.2 uL de enzima Taq Polimerasa (5 Ul/uL)

Desnaturalizacion 1:00 94
Alineamiento 1:00 57 35

Extension 1:00 72
Extension Final 7:00 72 1

El volumen final fue de 25 pulL. Se adicionaron 0.2 uL de enzima Taq
Polimerasa (Invitrogen) (5 Ul/uL) al terminar los 7 min del proceso de
desnaturalizacion inicial (PCR en Hot Start). Se incluyé DNA de las cepas testigo

negativas asi como un testigo de reactivos al cual no se le adicion6 DNA.

7.3.2. PCR parala amplificacién del gen cagE.

Una vez estandarizados los parametros, se analizaron en busqueda del gen
cagE, 104 cepas de origen clinico y ambiental asi como las 14 cepas tipo de
Aeromonas spp. La figura 13 muestra un producto de PCR de 350 pb detectado en
cepas ambientales cuyo DNA se extrajo con el kit comercial InstaGene Matrix. La
figura 14 muestra el mismo producto de PCR de 350 pb, sin embargo, en este caso
se empled el método de choque térmico para extraer el DNA de las cepas

ambientales de Aeromonas spp.
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1000 pb
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Figura 13. Electroferograma de amplificacién del gen cagE (350 pb) mediante PCR, en cepas
ambientales de Aeromonas spp. (Extraccidon por InstaGene Matrix). Carril 1: Marcador de
talla molecular. Carril 2: A. salmonicida 32. Carril 3: A. salmonicida 37. Carril 4: A. salmonicida
40. Carril 5: A. veronni bv. sobria 47. Carril 6: A. veronni bv. sobria 47. Carril 7: A. bestiarum
112. Carril 8: A. bestiarum 104. Carril 9: A. bestiarum 114. Carril 10: A. bestiarum 119. Carril
11:  A. veronni bv. sobria 136. Carril 12: A. bestiarum 156. Carril 13: A. bestiarum AhA4.
Carril 14: Testigo negativo. Carril 15: H. pylori ATCC 43504 (testigo positivo).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1000 pb

400 pb
300 pb =3

100 pb

50 pb

Figura 14. Electroferograma de amplificacion del gen cagE (350 pb) mediante PCR, en cepas
ambientales de Aeromonas spp. (Extraccion por choque térmico). Carril 1: Marcador de talla
molecular. Carril 2: H. pylori ATCC 43504 (testigo positivo). Carril 3: A. bestiarum AhA5. Carril 4:
A. veronni bv. sobria AhA7. Carril 5:A. bestiarum As20P. Carril 6: A. salmonicida AhA13. Carril 7:
A. salmonicida 32. Carril 8: A. salmonicida 37. Carril 9: A. salmonicida 40. Carril 10: A. bestiarum 104.
Carril 11: A. bestiarum 112. Carril 12: A. bestiarum 114. Carril 13: A. bestiarum 119. Carril 14:
A. bestiarum AhA4. Carril 15: A. bestiarum AhAA4. Carril 16: Testigo negativo.

Un total de 23 de las 41 (56%) cepas ambientales probadas presentaron el

amplicon del gen cagE. Las cepas de referencia y aislamientos clinicos del estado

de Hidalgo no presentaron amplificados para este gen (figura 15).
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Figura 15. Presencia del gen cagE de H. pylori en cepas de origen
clinico y ambiental de Aeromonas spp.

7.3.3. Secuenciacion de los productos de PCR

El amplicon de la cepa A. bestiarum AhA4 aislada de pescado congelado se
selecciond para realizar la secuenciacién, debido a que presentdé la mayor
concentracion de producto purificado de PCR. La figura 16 muestra el
electroferograma de los productos de PCR del gen cagE después de la purificacion

con el kit Pure Link (Invitrogen) en un gel de agarosa al 2%.

1 2 3 4 5

1000 pb ==

400 pb
€= 350 pb

100 pb
by

Figura 16. Electroferograma de los productos de PCR del gen cagE purificados.
Carril 1: Marcador de talla molecular. Carril 2: Amplicén sin purificar de
la cepa de A. bestiarum AhAA4. Carriles 3 y 4: Amplicones purificados de
la cepa de A. bestiarum AhA4. Carril 5: Amplicén purificado de H. pylori
ATCC 43504 (testigo positivo).
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La secuencia consenso obtenida posee una longitud de 272 nt y es
presentada en el cuadro 14. El resultado de analisis por BLASTn se muestra en la
figura 17 donde se obtiene un porcentaje maximo de identidad de 78% con un valor

de expectacion de 2 e *' para el gen cagE de H. pylori.

Cuadro 14: Secuencia del gen cagE de la cepa A. bestiarum AhA4

Gen Secuencia

CTG CCA ATA AGA ATA AAG AGA ACC ACA AAA TCT AAA AAA CAT TCA TAG TTA
AAC GGA GAG AAA AAC AAA GCG CTC ACA AGC ATG TCT TCC ATG AAG CCA AGT
AAA GAA ATG GCA AAA GAC ATC CAC TTA AAA CCA AAC AGA GAA AAA AGG CTC

cagk ATG AAC GCT GCA AAC TCC AAA CCC AAA AAC AAA AAA GGT TTT TTA AAT GAT
CGC GCG ATC CAT ACT AAA AAC TAT AAT CTT TCA GGA ATC AAA GAG CGA CAA
ACA CAATAACAACCACA

Sequences producing significant aligrsents
headers To sase =g

Accession Description Max score | Tolal score Query coverage __ U value

Nehcobacter pylon stram Dyg oGty land secthon 2, po 1) 5%

Max ident

Figura 17. Alineamiento obtenido en el programa BLASTn de la secuencia del gen cagE en la cepa
A. bestiarum AhA4 con la base de datos del Gene Bank.

7.4. Determinacién del gen tfc16 de H. influenzae en cepas de Aeromonas spp.

7.4.1. Estandarizacién de la PCR en cepas de Aeromonas spp.

Bajo las condiciones iniciales propuestas por Espinoza-Mellado en 2009 se
obtuvo el electroferograma mostrado en la figura 18 donde se observa un amplicén
de 277 pb en los carriles 14 y 15 correspondiente al gen tfcl6 de H. influenzae
homologo a virB4 en el género Aeromonas, de la misma forma, en el carril 10 se
observa una sefial de poca intensidad del tamafio esperado y corresponde al DNA de

la cepa de A. bestiarum AhA4.

Posgrado en Biomedicina y Biotecnologia Molecular 47



Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
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Figura 18. Electroferograma de la estandarizacion de la PCR del gen tfc16 (277 pb) en cepas
de Aeromonas spp. Carril 1: Marcador de talla molecular. Carril 2: A. salmonicida 32. Carril 3:
A. bestiarum AhAS. Carril 4: A. veronni bv. sobria AhA7. Carril 5: A. bestiarum As20P. Carril 6:
A. salmonicida AhA13. Carril 7: A. salmonicida 32. Carril 8: A. salmonicida 37. Carril 9:
A. salmonicida 40. Carril 10: A. bestiarum AhA4. Carril 11: A. bestiarum 112. Carril 12:
A. bestiarum 114. Carril 13: A. bestiarum 119. Carril 14 y 15: Cepa de H. influenzae (testigo
positivo). Carril 16: Cepa de E. coli K12 (testigo negativo). Carril 17: Testigo de reactivos.

Para la estandarizacion de esta técnica en cepas de Aeromonas spp., se
realizé una PCR en gradiente de temperatura (figura 19) usando el DNA de la cepa
de A. bestiarum AhA4 de origen ambiental; como testigo positivo se emple6 el DNA
de la cepa de H. influenzae ATCC 33930 y como testigo negativo el DNA de la cepa
de E. coli K12.
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1000 pb ==pp-

300 pb ===pp
200 pb >
100 pb =P

277 pb

Figura 19. Estandarizacion de temperatura del gen tfc16 en cepas de
Aeromonas spp. Carril 1: Marcador de talla molecular. Carril 2: A. bestiarum
AhA4 a 50°C. Carril 3: A. bestiarum AhA4 a 52°C. Carril 4: A. bestiarum AhA4
a 54°C. Carril 5: A. bestiarum AhA4 a 56°C. Carril 6: A. bestiarum AhA4 a 58°C.
Carril 7: A. bestiarum AhA4 a 60°C. Carril 8: Cepa de H. influenzae (testigo
positivo) a 60°C.

El volumen final fue de 25 pulL. Se adicionaron 0.2 uL de enzima Taq
Polimerasa (Invitrogen) (5 Ul/uL) al terminar los 7 min del proceso de
desnaturalizacién inicial (PCR Hot Start). Las condiciones de reaccion

estandarizadas se presentan en el cuadro 15.

Cuadro 15: Condiciones de amplificacién estandarizadas
para la PCR del gen tfc16 en cepas de Aeromonas spp.

Tiempo Numero de
Fases Temperatura (°C)
(min) Ciclos
Desnaturalizacidn Inicial 7:00 94 1

Se adiciond 0.2 pL de enzima Taq Polimerasa (5 Ul/uL)

Desnaturalizacion 1:00 94
Alineamiento 1:00 50 30

Extension 1:00 72
Extension Final 7:00 72 1
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7.4.2. PCR parala amplificacion del gen tfc16 de H. influenzae en cepas
de Aeromonas spp.

La figura 20 muestra un producto de PCR de 277 pb que corresponde al gen

tfc16 determinado en las cepas de Aeromonas spp.

1000 pb

300 pb
4_200 pb

277 pb =

100 pb
Figura 20. Electroferograma de amplificacion del gen tfc16 de 277 pb
en cepas ambientales de Aeromonas spp. Carril 1: A. caviae 7.5. Carril
2: A. caviae 7.4. Carril 3: A. hydrophila 11.3. Carril 4: A. caviae 4.4. Carril
5 : A. caviae 9.2. Carril 6: A. hydrophila 8.3. Carril 7: A. hydrophila 1.5.
Carril 8: A. caviae 5.2. Carril 9: H.influenzae ATCC 33930 (control
positivo). Carril 10: Marcador de talla molecular.

Se observo que 14 de las 41 (34%) cepas ambientales presentaron el
amplicén esperado, mientras que ninguna de las cepas de origen clinico ni de

referencia presentaron este gen, como se muestra en la figura 21.

Posgrado en Biomedicina y Biotecnologia Molecular 50



Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas

70 -

50 -

40 - m Negativo

30 - M Positivo

20 A

10 A

Ambiental Clinico Referencia

Figura 21. Presencia del gen a tfc16 de H.influenzae homologo a virB4 en cepas de origen
clinico y ambiental de Aeromonas spp.

7.4.3. Secuenciacién de los productos de PCR

Se selecciond la cepa A. bestiarum AhA4 de pescado congelado para realizar
la secuenciacion, debido a que esta cepa se uso para la estandarizacion de la
técnica. La figura 22 muestra el electroferograma de los productos de PCR del gen
tfc16 después de la purificacion con el kit Pure Link (Invitrogen) en un gel de

agarosa al 2%.

1000 b

300 pb 277 ob

200 pb

100 pb ==

Figura 22. Electroferograma de los productos de PCR del gen tfcl6
purificados. Carril 1: Marcador de talla molecular. Carril 2 y 4: Amplicén
purificado de la cepa de A. bestiarum AhA4. Carril 3: Testigo de reactivos.
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Se obtuvo la secuencia de la cepa de A. bestiarum AhA4 cuya longitud es de
249 nucleotidos y se presenta en el cuadro 16. El resultado de analisis por BLASTn
se muestra en la figura 23 donde se obtiene un porcentaje de identidad de 100% con
un valor de expectacion de 2 e ?° para el gen tfc16 de H. influenzae.

Cuadro 16: Secuencia del gen tfc16 de la cepa de A. bestiarum AhA4

Gen Secuencia

CTG AGA CTG CCT CAC TGA TAT TCA TTC ATT CTT TCT TGA GG CA GCG CTT CCC
GGT GCT ATC AGA CCT GCA GCT AGC TGG CCA GCG TCC CTT GCC CCA TGC GCC

tfc16 GCC AGC GAG CCG GGC AGG TTT TCC TTC CCT CTC CTG CT TGT AGA GCT TCA
GGC AAT CAA GGC AAATAC TGC CGG CAA TGA GTG CCT GGC CCG GCA GGC ATG
CTT GTG AAATTG CACTGA TTT GAC CACCTATTT TAA CCG CGG TGA

Figura 23. Alineamiento obtenido en el programa BLASTn de la secuencia del gen tfc16
en la cepa A. bestiarum AhA4 con la base de datos del Gene Bank.

7.5. Determinacion de los genes virB2, virB9 y virB11 del sistema de secrecion
tipo IV.

7.5.1. Disefio de los iniciadores.

En las figuras 24, 25 y 26 se muestran los resultados del analisis de algunos
pardmetros fisicoquimicos obtenidos en el programa DNAMAN (version 3) de los
iniciadores disefiados para la amplificacion de los genes virB2, virB9 y virB11 del

sistema de secrecion tipo 1V del género Aeromonas.
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FWD

Oligo: 5'-CCTGGGTTATATGGCCTG-3'
Primerl: 18 bases

Composition: 2A; 4C; 6G; 6T; 0 OTHER
Percentage: 11% A; 22% C; 33% G; 33% T,
0%OTHER

MW=5.58 kDa

Hybridization: D:D

Salt: 50 mM

Formamide: 0%

Mismatch: 0 bp

Thermo Tm =56.3 °C %GC Tm =54.9 °C
GC+AT Tm =56.0 °C

No complementary found

Two primers complementarity.
Max complementarity in continuous: 4 bp, free energy= 0.70 Kcal/mol
Max complementarity in discontinuous: 8 bp

REW

Oligo: 5'-AGCCGCAATAATGAGGTC-3'
Primerl: 18 bases

Composition 6 A;4C;5G; 3T; 00THER
Percentage: 33% A; 22% C; 27% G; 16% T,
0%OTHER

MW=5.59 kDa

Hybridization: D:D

Salt: 50 mM

Formamide: 0%

Mismatch: 0 bp

Thermo Tm =56.2 °C %GC Tm =52.6 °C
GC+AT Tm =54.0 °C

No complementary found

Figura 24. Diseiio y andlisis del iniciador para el gen virB2.

FWD

Oligo: 5'-GGTGGCATCTATGACAAG -3'
Primerl: 19 bases

Composition: 5A;3 C;6G;4T;10THER
Percentage: 26% A;15% C; 31% G;21% T,
5%0THER

MW=5.93 kDa

Hybridization: D:D

Salt: 50 mM

Formamide: 0%

Mismatch: 0 bp

Thermo Tm =54.3 °C %GC Tm =53.0 °C
GC+AT Tm =57.0 °C

REW

Oligo: 5-CGGTCAGCTCAAAGTTAT-3'
Primerl: 18 bases

Composition: 5A;4C;4G;5T; 00THER
Percentage: 27% A;22% C;22% G;27% T
0%OTHER

MW=5.56 kDa

Hybridization: D:D

Salt: 50 mM

Formamide: 0%

Mismatch: 0 bp

Thermo Tm =51.1 °C %GC Tm =50.3 °C
GC+AT Tm =52.0 °C

Two primers complementarity.
Max complementarity in continuous: 4 bp, free energy= 0.20 Kcal/mol
Max complementarity in discontinuous: 7 bp

Figura 25. Diseiio y andlisis del iniciador para el gen virB9.
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FWD

Oligo: 5'-CGCTGGATGATTACGAGA -3'
Primerl: 19 bases

Composition 5A; 3C; 6G; 4T; 1 OTHER

5%0THER

MW=5.93 kDa

Hybridization: D:D

Salt: 50 mM

Formamide: 0%

Mismatch: 0 bp

Thermo Tm =57.4 °C %GC Tm =53.0 °C
GC+AT Tm =57.0 °C

Percentage: 26% A;15% C;31% G;21% T

REW

Oligo: 5'-GGGAGCGCATAAACGTAG-3'
Primerl: 18 bases

Composition 6A; 3C; 7G; 2T; 0 OTHER
Percentage: 33% A;16% C;38% G;11% T
0%OTHER

MW=5.66 kDa

Hybridization: D:D

Salt: 50 mM

Formamide: 0%

Mismatch: 0 bp

Thermo Tm =56.9 °C %GC Tm =54.9 °C
GC+AT Tm =56.0 °C

Two primers complementarity.
Max complementarity in continuous: 4 bp, free energy=-3.30 Kcal/mol
Max complementarity in discontinuous: 7 bp

)

Figura 26. Diseiio y analisis del iniciador para el gen virB11

7.5.2. Estandarizaciéon de la PCR para los genes virB.

Bajo las condiciones propuestas en los cuadros 8 y 9 y con el DNA plasmidico de la
cepa transformante de E. coli J53 se obtuvo el electroferograma mostrado en la figura 27
donde se observan amplicones de 114 pb para el gen virB2, 278 pb para el gen virB9 y 200

pb para el gen virB11.

1000 pb™==P>

100 pb =

Figura 27. Electroferograma de los productos de amplificaciéon de los genes virB
en la cepa transformante de E. coli 153 con el plasmido pFBAOT6. Carril 1:
Marcador de talla molecular. Carriles 2 y 5: gen virB2 (114 pb). Carriles 3 y 4:
gen virB9 (278 pb). Carriles 6 y 7: gen virB11 (200 pb).
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Los andlisis de complementaridad y Tm de los iniciadores permitian emplearlos en una

PCR mudltiple, por lo que se decidié probarlos bajo las condiciones iniciales de reaccion;

obteniendo el electroferograma de la figura 28.
1 2 3

1000 pb mmpp

300 pb =i
P <= 278 pb virB9

<= 200 pb virB11
<= 114 pbvirB2

Figura 28. Electroferograma de la PCR multiple para los genes
virB en la cepa transformante de E. coli J53 con el plasmido
PFBAOTE6. Carril 1: Marcador de talla molecular. Carriles 2 y 3:
PCR multiple para los genes virB2 (114 pb), virB9 (278 pb) vy
virB11 (200 pb).

Con el objetivo de optimizar la amplificacion de los tres genes en una misma reaccion,
se realiz6 una PCR en gradiente de temperatura (figura 29). Se usé como testigo positivo el
plasmido pFBAOTG6 obtenido de la cepa transformante E. coli J53 y como testigo negativo el
DNA de la cepa de E. coli K12.
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1000 pb ==

300 pb

Py 278 pb virB9
200 pb - 200 pb virB11
100 pb —) 114 pb virB2

Figura 29. Electroferograma del gradiente de temperatura para la PCR multiple de los
genes virB en la cepa transformante de E. coli J53 con el plasmido pFBAOT6. Carril 1:
Marcador de talla molecular. Carril 2: PCR multiple a 50°C. Carril 3: PCR mudltiple a
52°C. Carril 4: PCR multiple a 54°C. Carril 5: PCR multiple a 56°C. Carril 6: PCR multiple
a 58°C. Carril 7: PCR multiple a 60°C.

Con el objetivo de continuar la estandarizacién de esta técnica, se realiz6 PCR

ajustando la concentracién de MgCl, en cada mezcla de reaccion (figura 30).
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1000 pb ==

300 pb

P 278 pb virB9
200 pb - = 500 pb virB11
100 pb == €= 114 pb virB2

Figura 30. Electroferograma del gradiente de concentracién de MgCl, para la PCR
multiple de los genes virB en la cepa transformante de E. coli J53 con el plasmido
PFBAOTe6. Carril 1: Marcador de talla molecular. Carril 2: PCR multiple con 2.2 mM de
MgCl,. Carril 3: PCR multiple con 2.6 mM de MgCl,. Carril 4: PCR multiple con 3.0 mM
de MgCl,. Carril 5: PCR multiple con 3.4 mM de MgCl,. Carril 6: PCR multiple con 3.8
mM de MgCl,.

Las condiciones finales de reaccion para la PCR mudltiple estandarizada para los

genes virB del sistema de secrecidn tipo IV se muestran en los cuadros 17 y 18.
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Cuadro 17: Mezcla de reaccidn estandarizada para la PCR multiple
de los genes virB2, virB9 y virB11.

Mezcla de Concentracion ~ Concentracion  Cantidades de

reaccion inicial final reactivos (L)
H,O = - 11.7
Regulador 10X 1X 2.5
MgCl, 50 mM 3.0 mM 1.5
dNTP’s 2mM 0.16 mM 2.0
Iniciador V2F 0.1 uM 0.4 nM 1.0
Iniciador V2R 0.1 uMm 0.4 nM 1.0
Iniciador VOF 0.1 uM 0.4 nM 1.0
Iniciador VIR 0.1 uM 0.4 nM 1.0
Iniciador V11F 0.1 uM 0.4 nM 1.0
Iniciador V11R 0.1 uM 0.4 nM 1.0

Tag Pol

(Invitrogen) 5 Ul/uL 1.5 Ul/uL 0.3

Cuadro 18: Condiciones de amplificacion estandarizadas para
la PCR multiple de los genes virB2, virB9 y virB11.

Tiempo Numero de
Fases Temperatura (2C)
(min) Ciclos

Desnaturalizacion Inicial 7:00 94 1
Desnaturalizacién 1:00 94

Alineamiento 1:00 54 30
Extension 1:00 72

Extension Final 7:00 72 1

7.5.3. PCR para la amplificacion de los genes virB en cepas de Aeromonas spp.

La figura 31 muestra algunos resultados de la PCR mudltiple para los genes virB en las

cepas de origen clinico de Aeromonas spp.
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<= 278 pb virB9
= 00 pb virB11
<= 114 pb virB2

Figura 31. Electroferograma de amplificacion de los genes virB en cepas de origen clinico de
Aeromonas spp. Carril 1: Marcador de talla molecular. Carril 2: A. caviae Hg 1. Carril 3:
A. caviage Hg 4. Carril 4: A. hydrophila Hg 5. Carril 5: A. hydrophila Hg 11. Carril 6:
A. hydrophila Hg 18. Carril 7: A. hydrophila Hg 20. Carril 8: A. caviae Hg 21. Carril 9: A. caviae
Hg 22. Carril 10: E. coli J53 (testigo positivo).

La figura 32 muestra algunos resultados de la PCR multiple para los genes virB en las

cepas de origen ambiental de Aeromonas spp.

278 pb virB9
200 pb virB11
114 pb virB2

Figura 32. Electroferograma de amplificacion de los genes virB en cepas de origen ambiental de
Aeromonas spp. Carril 1: Marcador de talla molecular. Carril 2: A. salmonicida 32. Carril 3: A.
bestiarum 112. Carril 4: A. bestiarum 119. Carril 5: A. salmonicida 37. Carril 6: A. salmonicida 40.
Carril 7: A. bestiarum 104. Carril 8: A. bestiarum 114. Carril 9: A. veronii bv. sobria 47. Carril 10: A.
caviae 2.6. Carril 11: A. bestiarum 156 Carril 12: A.caviae 4.4. Carril 13: E. coli )53 (testigo positivo)

Carril 14: Testigo de reactivos.
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La figura 33 muestra un resumen de los resultados de la busqueda de los genes virB del

SSTIV por PCR en cepas de Aeromonas spp. de origen clinico y ambiental.

70 A
60 -
50 A
40 ~
30 - B Negativo
20 - ' ' W Positivo
10 -
0

2 S g S g S

= 3 3

virB2 virB9 virB11

Figura 33. Determinacion de los genes virB del SSTIV por PCR en cepas de
origen clinico y ambiental de Aeromonas spp.

7.5.4. Secuenciacién de los productos de PCR.

Se determind la secuencia de los 3 amplicones obtenidos en la PCR mudltiple para la
cepa A. caviae 5.2. La figura 34 muestra el electroferograma de los productos de PCR

después de la purificacion con el kit Pure Link (Invitrogen) en un gel de agarosa al 2%.

< 278 pb virB9
el ™ 200 pb virB11
<= 114 pb virB2
Figura 34. Electroferograma de los productos de PCR de los genes virB del

SSTIV de la cepa A. caviae 5.2. Carril 1: Marcador de talla molecular. Carril 2:
gen virB2 (114 pb). Carril 3: gen virB9 (278 pb). Carril 4: gen virB11 (200 pb).
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Las secuencias obtenidas para cada gen se presentan en el cuadro 19. La longitud de
la secuencia para el gen virB2 es de 93 nucleétidos, 225 nucledtidos corresponden al gen
virB9 y 152 nucleotidos para el gen virB1. El resultado de los analisis por BLASTn se muestra
en la figura 35 donde se observan porcentajes de identidad de alrededor del 80% con valores
de expectacion significativos para los genes del SSTIV del plasmido pFBAOT6 de E. coli.

Cuadro 19: Secuencias de los genes virB amplificados por PCR en la cepa A. caviae 5.2.
Gen Secuencia

CAT GGC CCC CCA ACG GTC ACC AGA CGA TAA AAC CAC AGG AAG TAA CGG CCG
CCT CAC CGG TCA GGC GGC CAG CCC AGA CCA CAT AACCCA GGA

GGG GGG GAA AAA GAT CAT TAC ACC CCG CCC AGG TCA CAA AAA GAATTA ACA
AAG AGG GAT TTT CTA CAG GGG CAA CAT CCC AAA CCA AGT AAT CAC CAATAG
CAA CAT CGG CGA TAA AGA CAC TTG CAA AAT TGC ACA AGT AGA AAA GCA ACA
ATG GAC AAA GAC TCT CGG CAA AAG GGC CGA AAC AAA AAT GAC AGA TAT CAC
CAA CGT TCA GAG ATA CAA CCA

virB2

virB9

TCC GCT ACC AAA GCC CGA CAA ATG ATG TTT AGG CGA GAC TTG ATC GCC GCC
AAA AAA CGC CTT AAA CTT CAG GCT TGC TTG AGT TAA AGA GTT CGT TCA CTT

virB11
GCT AAG CAG ATG AAT AAT CAA TTA TGG CAA CCC GCT TTT CCC ATA AGC AA
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Figura 35. Alineamiento obtenido en el programa BLASTn de la secuencia de los genes virB2 (A),
virB9 (B) y virB11 (C) del SSTIV de la cepa A. caviae 5.2 con la base de datos del Gene Bank.

Posgrado en Biomedicina y Biotecnologia Molecular 61



Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas

7.6. Andlisis global de resultados.

La figura 36 muestra un resumen de los resultados de la presencia de los marcadores
estudiados en cepas de Aeromonas spp. de origen clinico; se observa que el gen virB11, que
corresponde a una ATPasa del SSTIV se encuentra con mayor frecuencia en estas cepas.
Asi mismo, se resalta que los genes cagE de H. pylori o tfcl6 de H. influenzae no se

encontraron en los casos de diarrea y gastroenteritis del estado de Hidalgo.

60 -
50 A
40 1 W Negativas
30 A W Positivas
20 A
10 -

cagke tcf16 virB2 virB9 virB11

Figura 36. Andlisis global de la frecuencia obtenida por PCR de los genes
marcadores de PAI’s en cepas de origen clinico de Aeromonas spp.

La figura 37 muestra un resumen de los resultados de la presencia de los marcadores
estudiados en cepas de Aeromonas spp. de origen ambiental; se observa que el gen virB11,
gue corresponde a una ATPasa del SSTIV se encuentra con mayor frecuencia en estas
cepas, mientras que el gen virB2 que forma el pili de secrecion en este mismo sistema,
present6 la menor frecuencia de deteccion en cepas provenientes de muestras de agua de

diversos ambientes.
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Figura 37. Andlisis global de la frecuencia obtenida por PCR de los genes
marcadores de PAI’s en cepas de origen ambiental de Aeromonas spp.

El cuadro 20 muestra la integracion de todos los resultados obtenidos para la
deteccidon de los marcadores de islas de patogenicidad determinados en este estudio. En el

apéndice se muestran los resultados desglosados para cada una de estas cepas.

Cuadro 20: Distribucion de los genes marcadores de PAl’s determinados en este estudio.

, Numero de aislamientos positivos y frecuencia
. , Numero de . e
Especies Origen aislamientos (%) para los genes probados individualmente
cagE tfc16 virB2 virB9 virB11
. Ambiental 7 3(42) 5(71) 4(57)  4(57) 4 (57)
A- hydrophila Clinico 25 0(0) 0(0) 0(0) 13(52) 11(44)
. Ambiental 14 1(7) 8 (57) 5(36) 7 (50) 8 (57)
A. caviae "
Clinico 25 0(0) 0(0) 3(12) 12 (48) 20 (80)
.. . Ambiental 4 4 (100) 0(0) 0(0) 2 (50) 3(75)
A- veronii bv. sobria - 12 0(0) 0(0) 2(10) 6(50) 8(66)
A. trota Clinico 1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
A. salmonicida Ambiental 6 6 (100) 0(0) 0 (0) 5 (83) 5 (83)
A. bestiarum Ambiental 10 9(90) 1(10) 0 (0) 7 (70) 8 (80)
Total en cepas de origen ambiental 41 23(56) 14(34) 9(23) 25(61) 28(68)
Total en cepas de origen clinico 63 0(0) 0(0) 5(8) 31 (49) 39 (62)

7.7. Estudios bioinformaticos.
7.7.1. Estudio bioinforméatico de la proteina CagE.

Del resultado obtenido en la busqueda de homdlogos de ATPasas del SSTIV por el
programa PSI-BLAST, se seleccionaron 36 secuencias de aminoacidos con su respectiva
secuencia de DNA que codifican para la proteinas homodlogas a CagE cuyo género, especie

y longitud de la secuencia de proteina se muestran en el cuadro 21.

Posgrado en Biomedicina y Biotecnologia Molecular 63



Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas

Cuadro 21: Microorganismos incluidos y longitud de la secuencia de su proteina homdloga a Cagk.

Microorganismo Longitud (aa)  Proteina homdloga
Aeromonas_caviae 815 VirB4
Agrobacterium_rhizogenes 789 VirB4
Agrobacterium_tumefaciens 757 VirB4
Agrobacterium_tumefaciens_mut 789 VirB4
Bartonella_tribocorum 823 VbIB4 / TrwK
Bordetella_bronchiseptica 824 PtIC
Bordetella_parapertussis 824 PtIC
Brucella_abortus 831 VirB4
Brucella_canis 831 VirB4
Brucella_melitensis 831 VirB4
Brucella_suis 831 VirB4
Campylobacter_coli 922 CmgB3/4
Campylobacter_jejuni 922 CmgB3/4
E coli K12 785 TraC
Enterobacter_sakazakii 914 P. hipotética
Erwinia_tasmaniensis 790 TraE
Erwinia_tasmaniensis_mut 824 TraE
H_pylori 981 CagE
H_pylori_ 26695 983 CagE
H_pyloriP12 983 CagE
Haemophilus_influenzae_aegyptius 807 TraE like / Tfc16
Klebsiella_pneumoniae 866 VirB4
Moraxella_bovis 828 VirB4-like
Proteus_mirabilis 924 P. hipotética
Providencia_rettgeri 823 P. conjugativa
Pseudomonas_syringae_phaseolicola 850 VirB4
Rhizobium_etli 795 VirB4
Salmonella_enterica_ent_Dublin 823 TrbE/TriC
Salmonella_enterica_enterica 841 TrbE/TriC
Shigella_boydii 915 TriC
Stenotrophomonas_maltophilia 815 P. conjugativa
Vibrio_fischeri 817 VirB4
Vibrio_harveyi 752 Trak
Yersinia_pestis 894 TriC / VirB4
Yersinia_pseudotuberculosis 915 TriC / VirB4
Yersinia_pseudotuberculosis_mut 915 TriC / VirB4

El cuadro 22 muestra los resultados de las puntuaciones obtenidas para cada
alineamiento de secuencias de proteinas, se seleccion6 el programa MUSCLE del
servidor EBI para construir la filogenia, debido a que los alineamientos producidos
en este programa mostraron las mejores puntuaciones al ser evaluados con los

programas GeneDoc y T-Coffee Core.
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Cuadro 22: Puntuaciones obtenidas para los alineamientos de proteinas.

Programa Suma de Pares Entropia (H) T-Coffee Consistencia
Clustal W-EBI 9481 560 3739791 68
T- Coffee 9361291 3839657 72
Expresso 9361 291 3839657 87
Multi Align 7 649 974 4 049 159 69
Dialign2 9519 054 4 049 159 69
Muscle 9229 701 3770 557 70

En la figura 38 se muestra el modelo de la subunidad principal de la proteina
CagE (clave de acceso Q48252) a partir de la base de datos SwissProt en la que se

sefalan los dominios mas conservados.

Figura 38. Modelo de la subunidad A de la proteina CagE obtenida de SwissProt.
La representacidn en web-logo muestra los dominios mas conservados de la proteina, el sitio
catalitico comprende los residuos de aminoacidos GKT presentes en todos los homdlogos a Cagk.
Se probaron los modelos evolutivos de Jukes-Cantor y Kimura 2 Parametros,
encontrandose que ambos modelos calculan distancias similares (figura 39), por lo

gue se decidié emplear el modelo mas simple (Jukes Cantor).

Evaluacion de los modelos JC vs K2P
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Figura 39. Evaluacion de los modelos evolutivos para la reconstruccion del fenograma.
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El fenograma se construyd a partir del alineamiento obtenido en Muscle del
EBI en el programa MEGA 4 por el método Neighbor Joining (NJ) con el modelo
Jukes Cantor (JC) y bootstrap de 1000 repeticiones debido a que estos parametros

explican de manera mas clara y precisa las secuencias estudiadas (figura 40).
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Figura 40. Fenograma obtenido para las ATPasas homdlogas a la proteina CagE.
Entre paréntesis se indica el nombre de la proteina correspondiente a cada microorganismo.

Busqueda de marcadores de islas de patogenicidad mediante el

7.7.2.
programa IslandPath.

El cuadro 23 muestra el analisis del programa para la cepa de H. pylori

26695. Cada circulo representa un unico marco abierto de lectura y esta coloreado
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o marcado de acuerdo con la leyenda al pie del cuadro. Sobre el grafico obtenido se
muestra un cuadro amarillo que marca la ubicacion de la isla de patogenicidad cag-
PAI, una regién marcada en azul que indica las proteinas que no estan presentes en
otras cepas poco virulentas de H. pylori y un cuadro rojo muestra una zona de
plasticidad que contienen diferentes genes para las distintas especies patdgenas de

este género.

Cuadro 23: Analisis del gendforo de H. pylori ATCC 700392
por el programa IslandPath

Parametros Valores
Tamafio del Genoma 1 667 867 pb
Marcos abiertos de lectura 1576
Pseudo tRNA’s 38
Genes de Integrasa 2
Genes de Transposasa 22

Cada circulo en el grafico corresponde a la prediccién de un marco abierto de lectura que codifica para un producto dentro
del genoma del organismo. El circulo amarillo indica un valor de %G+C mayor que el valor mas alto, el circulo azul claro un
valor promedio, se establece por defecto +/- 3.48%. El circulo rosa indica un valor menor que el valor mas bajo de % de G+C.
Las lineas horizontales en los circulos indican regiones con un uso diferente de codones. Las barras verticales de color negro
indican un pseudo tRNA entre dos marcos abiertos de lectura. Los cuadros negros indican un gen que codifica para una
transposasa, mientras que los tridngulos negros indican una integrasa.

Los cuadros 24 y 25 muestran los resultados del programa IslanPath para las
cepas, A. hydrophila ATCC 7966 y A. salmonicida subsp. salmonicida A449
respectivamente. Se sefialan en un cuadro rojo las regiones amplias del genoforo
gue son posibles islas de patogenicidad debido a que poseen un % de G+C menor

que el promedio establecido ademés de que poseen un uso de codones distinto al
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resto del genoforo, sin embargo, la anotacién reportada por el NCBI no corresponde
a genes implicados en la virulencia de estas cepas 0 bien reporta proteinas
hipotéticas aun no descritas. Se sugiere realizar estudios in vitro para caracterizar
adecuadamente estas regiones y establecer adecuadamente su rol dentro del

genoforo bacteriano.

Cuadro 24: Analisis del gendforo de A. hydrophila ATCC 7966 por el programa IslandPath

Pardametros Valores
Tamano del Genoma 4 744 448 pb
Marcos abiertos de lectura 4122
Pseudo tRNA’s 38
Genes de Integrasa 2
Grafico

Cada circulo en el grafico corresponde a la prediccidon de un marco abierto de lectura que codifica para un producto dentro
del genoma del organismo. El circulo amarillo indica un valor de %G+C mayor que el valor mas alto, el circulo azul claro un
valor promedio, se establece por defecto +/- 3.48%. El circulo rosa indica un valor menor que el valor mas bajo de % de G+C.
Las lineas horizontales en los circulos indican regiones con un uso diferente de codones. Las barras verticales de color negro
indican un pseudo tRNA entre dos marcos abiertos de lectura. Los cuadros negros indican un gen que codifica para una
transposasa, mientras que los tridangulos negros indican una integrasa.
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Cuadro 25: Analisis del gendforo de A. salmonicida subsp. salmonicida A449 por el programa

IslandPath
Parametros Valores
Tamafio del Genoma 4702 402 pb
Marcos abiertos de lectura 4 086
Pseudo tRNA’s 39
Genes de transposasa 89
Genes de integrasa 9
Grafico
L e e

e " nﬁm ..............

Cada circulo en el grafico corresponde a la prediccién de un marco abierto de lectura que codifica para un producto dentro
del genoma del organismo. El circulo amarillo indica un valor de %G+C mayor que el valor mas alto, el circulo azul claro un
valor promedio, se establece por defecto +/- 3.48%. El circulo rosa indica un valor menor que el valor mas bajo de % de G+C.
Las lineas horizontales en los circulos indican regiones con un uso diferente de codones. Las barras verticales de color negro
indican un pseudo tRNA entre dos marcos abiertos de lectura. Los cuadros negros indican un gen que codifica para una
transposasa, mientras que los tridangulos negros indican una integrasa.
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8. DISCUSION

El género Aeromonas se asocia a enfermedades intestinales vy
extraintestinales tales como sindrome urémico hemolitico, sepsis, epiglotitis,
endocarditis, peritonitis, meningitis, osteomielitis, colitis, mionecrosis gaseosa,
neumonia, e infeccidn respiratoria y bacteriemia. Presenta alta incidencia en el medio
ambiente ya que este género se encuentra ampliamente distribuido en suelo, agua
potable, aguas negras, aguas contaminadas, rios, lagos y mares. El mecanismo de
patogenicidad se considera multifactorial, dentro del cual participan proteinas de
membrana externa, toxinas secretadas al medio, resistencia a antibioticos,
resistencia a metales pesados y desinfectantes de uso comun, entre otros (Castro-
Escarpulli y cols., 2002).

El panorama ideal para la comprension de la patogenicidad de un organismo
seria la identificacion y el conocimiento de la participacion de los genes implicados en
la virulencia. Actualmente, existen diferentes procedimientos para detectar genes
potencialmente implicados en la patogenicidad de un microorganismo, por ejemplo:
la hibridacion sustractiva, ya que es un método que permite identificar diferencias a
nivel genético entre dos cepas bacterianas (URL 6), sin embargo; el costo de las
sondas especificas para cada gen es muy alto, por lo que resulta poco asequible
cuando se analizan un gran numero de cepas, ademas de que la expresion de los
factores de virulencia del microorganismo depende en gran medida de las presiones
de seleccion y/o competencia del medio ambiente en el que se encuentre (Hacker y
Carniel, 2001); es por ello que los ensayos fenotipicos para la deteccion de los
factores de virulencia del microorganismo juegan un papel importante en la busqueda
y caracterizacion de islas de patogenicidad; algunos de estos métodos pueden ser:
cultivo en medios especiales con antibiéticos o con factores de crecimiento para la
expresion de proteinas o toxinas excretables al medio, ensayos de adherencia o
citotoxicidad en cultivos de células indicadoras, inoculacién directa del patégeno a
modelos animales y observacion de sus efectos los cuales estaran encaminados a la

expresion de los factores de virulencia codificados en las islas de patogenicidad.
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Con los antecedentes de patogenicidad y virulencia en el género Aeromonas
hay razones para pensar en la existencia de islas de patogenicidad por lo que se
planted una estrategia para la seleccidon de cepas que presuntivamente presenten
PAI’s, al emplear marcadores moleculares que indiquen la presencia de las mismas
y su deteccion por PCR, que es una herramienta confiable y altamente sensible para
tal fin.

Se escogieron los genes marcadores de cag-PAIl de H. pylori (cagA y cagE);
tfc16 de H. influenzae y otros marcadores de sistemas de secrecion tipo IV como
virB2, virB9, virB11l para su busqueda en cepas de Aeromonas spp. de origen
ambiental y clinico. El primer paso fue la extraccion de DNA a partir de las cepas
incluidas en este estudio; al comparar los métodos de extraccion de DNA empleados,
observamos que con el kit comercial InstaGene Matrix se obtiene un DNA de alta
pureza, sin embargo, no se conserva adecuadamente la integridad del material
genético debido a que se observa un barrido en la mayoria de los carriles, lo que nos
indica la degradacion del mismo. Por otro lado, con la extraccion por el método de
choque térmico se obtiene un DNA de buena integridad y concentracion, sin
embargo, no posee buena pureza debido a que se observan en la parte inferior del
gel, barridos que corresponden a RNA y otros detritus celulares, los cuales no
interfieren de manera significativa en los ensayos de PCR como lo demuestra
Salgado y cols. que en 2008 estandarizaron una técnica de extraccion de DNA
empleando un horno de microondas con el fin de amplificar el gen 16S rDNA de

actinomicetos y enterobacterias.

El material genético obtenido por estos métodos de extraccion se empled para
la PCR, observando que el método de choque térmico, a pesar de ser una técnica
sencilla, es altamente eficiente si se siguen algunas recomendaciones como: cuidar
que la cantidad de inéculo no rebase el arillo de metal del asa calibrada negra y que
éste provenga de una cepa en fase logaritmica de crecimiento, atender los tiempos
de incubacién, almacenarlo a -20°C y desechar el material genético que se ha usado

mas de 5 ocasiones distintas; es preciso mencionar que si la cepa posee plasmidos u
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otros elementos moaviles fuera del genodforo, el método de choque térmico podra
conservar la integridad de los mismos en la mayoria de los casos (Ruiz-Ruiz, 2007).

El segundo paso fue la estandarizacion de la PCR para lograr la amplificacion
del gen cagE de H. pylori en las cepas de Aeromonas spp. ya que las condiciones
descritas por Gonzalez en 2006, no favorecieron la amplificacion del gen en éste
género. Sin embargo, realizando algunas modificaciones a la técnica; se logré su
amplificacion demostrandose la presencia del gen cagE de 350 pb en 23/41 cepas de
origen ambiental. La especificidad de la PCR se demostré mediante la secuenciacion

del amplicon de la cepa A. bestiarum AhA4.

Debido a que el gen cagE se propuso como marcador de la isla de
patogenicidad cag-PAl intacta por su actividad de ATPasa del sistema de secrecion
tipo IV (Hsu y cols., 2002; lkenoue y cols., 2001), su presencia en cepas de
Aeromonas spp. de origen ambiental, supone la presencia de una isla de
patogenicidad cuya funcion en la secrecién de proteinas o DNA hacia el medio
externo o bien, formar parte del mecanismo de patogenicidad de este género al
translocar moléculas con actividad biolégica hacia una célula hospedera en el
individuo infectado. En la literatura revisada hasta el momento no existe un hallazgo

similar en el género Aeromonas.

Los resultados obtenidos en este trabajo complementan el estudio realizado
por Datta y cols., en 2003 que demostraron la presencia del gen cagA de H. pylori
por PCR e hibridacion en fase sélida (Colony Blot), en cepas ambientales de
Aeromonas spp. de diferentes muestras de agua obtenidas de Calcuta, India. La
secuencia de nucledtidos de los productos de PCR revel6 un 97 a 98% de similitud
del gen cagA-like de las cepas de origen ambiental de Aeromonas spp. contra
aislamientos clinicos de H. pylori; sin embargo, se observo la pérdida de éste gen
después de 2 subcultivos en el laboratorio; es dificil explicar la razon por la cual
algunas cepas son capaces de retener a cagA mientras que otras lo pierden

espontaneamente; una teoria al respecto sugiere que se reduce el nimero de copias
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de cagA debido a que la replicacion del extremo 5’ de la isla cag-PAI donde se halla
codificado este gen, es de manera discontinua, por lo que no todas las células hijas
contaran con una copia completa de la isla. Alvarado-Hernandez, en el 2007, en el
laboratorio de Bacteriologia Médica, pudo reproducir estos resultados usando 169
cepas de Aeromonas spp. aisladas del medio ambiente (80% de pescado congelado
y 20% aisladas de agua en Espafa), de las cuales 20 cepas presentaban el gen
cagA, por PCR e hibridacion en fase solida (Dot Blot), las cuales correspondieron a
las especies A. bestiarum, A. veronii bv. sobria y A. salmonicida; de la misma forma
que Datta y cols. se observa una pérdida de este gen después de subcultivarla en el
laboratorio, por lo que en el presente trabajo se decidi6 determinar si existian los
genes involucrados en el mecanismo de secrecion tipo IV para la exportacion de

CagA o de alguna similar involucrada en el mecanismo de patogenicidad.

Contrastando los resultados de Alvarado-Hernandez, 2007 para cagA, con los
resultados del gen cagE descritos en este trabajo, se observa que las cepas de
origen ambiental aisladas de pescado congelado y de aguas de fuentes publicas en
Espafia, presentan ambos marcadores (cagE y cagA) cuyo probable origen es la
transferencia horizontal a través de un mecanismo que pudiera involucrar al sistema
de secrecion tipo IV, la conjugacion tradicional o el recientemente descrito sistema de
liberacion-captacion de DNA (Cascales y Christie, 2003). Esta teoria se ve apoyada
por tres trabajos de investigacion: i) Mazari-Hiriar y cols., en 2001 detectaron que
H. pylori es capaz de sobrevivir hasta 16 dias en agua destilada, salina, residual e
inclusive en agua clorada junto a otras bacterias enteropatdgenas incluyendo
A. hydrophila, A. caviae y A. veronii; por lo que es probable que en diversos
ambientes, Aeromonas spp. y H. pylori compartan el habitat y pudiera existir un
intercambio de material genético. ii) Se ha reportado que Aeromonas tiene la
capacidad de permanecer en sistemas de reserva y distribucion de agua potable
antes y después de ser tratadas con cloro (Villaruel-Lépez y cols., 2005) por lo que
se le puede recuperar de muestras de agua potable obtenidas de grifos, filtros,
cisternas y tanques de almacenamiento de diferentes dependencias y clinicas

multidisciplinarias lo ¢ ual garantiza su permanencia en el medio (Tequianes-Bravo y
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cols., 2005). iii) Ademas, se ha demostrado que estas bacterias pueden colonizar los
sistemas de abastecimiento, formando una biopelicula, de hecho en el agua tratada,
pueden llegar a alcanzar concentraciones de 10° UFC/100 mL esta estructura
garantiza la permanencia en el medio y favorece el intercambio genético con H. pylori

y con otros microorganismos (Castro-Escarpulli y cols., 2002).

Debido a la importancia de los sistemas de secrecion y su relacion con las
islas de patogenicidad se decidio detectar si las cepas de origen ambiental o clinico
poseen una ATPasa que nos diera un indicio de la presencia y funcionalidad de un
SSTIV en estos microorganismos. En A. caviae y A. hydrophila se ha descrito a la
proteina VirB4 como la principal ATPasa de este sistema de secrecion (Kulinska y
cols., 2008; Rangrez y cols., 2006; Rhodes y cols., 2004), ésta posee homodlogos
cercanos y remotos entre diversos microorganismos patégenos humanos o de
plantas; el fenograma de la figura 40 muestra la relaciobn que existe entre estas
ATPasas descritas para los sistemas de secrecidon tipo IV. Se observa que la
secuencia de A. caviae se separa de un clado que agrupa a la mayoria de las
proteinas incluida CagE de H. pylori y se acerca a un sitio donde se encuentran
mezcladas bacterias patdégenas de plantas y humanos que incluyen a H. influenzae
cuya proteina Tfcl6 muestra mayor grado de similitud e identidad con VirB4 de A.
caviae y con la proteina TraC codificada en el plasmido F de E. coli (Espinoza-
Mellado, 2009).

Aprovechando el grado de homologia descrito anteriormente, se seleccion6 el
gen tfc1l6 de H. influenzae que codifica para una ATPasa funcional del SSTIV; el cual
se encuentra en un elemento de resistencia conjugativo denominado ICEHIn1056,
que anteriormente fue referido como el plasmido pl056; alberga los transposones
Tnl0 y Tn3, que le proveen resistencia a ampicilina, tetraciclina y cloranfenicol
(Mohd-Zain y cols., 2004). Su tamafio es de 59.4 Kb y tiene 64 marcos abiertos de
lectura (ORF’s) (Juhas y cols., 2007). Estudios recientes han identificado que en la
isla genémica ICEHin1056, 24 de los 64 ORF’'s totales conciernen a un SSTIV,
relacionado con la propagacion de islas gendémicas (Juhas y cols., 2007). El
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elemento conjugativo ICEHIN1056 tiene la facilidad de integrarse al cromosoma de su
célula hospedera y formar la isla gendémica, o bien, escindirse de ella para

transferirse por conjugacion a otro microorganismo.

Las condiciones descritas por Espinoza-Mellado en 2009, para la amplificacion
de esta ATPasa, no favorecieron la amplificacion del gen en el género Aeromonas;
sin embargo, realizando algunas modificaciones a la técnica; se logré obtener una
seflal de buena intensidad, demostrandose que 14/41 cepas ambientales
presentaron un amplicon de 277 pb correspondiente al gen tfc16 de H. influenzae
segun lo indicé la secuenciacion y el andlisis por BLAST. Las cepas de referencia de
Aeromonas spp. y los aislamientos clinicos del estado de Hidalgo no presentaron
amplicones para este gen. No se han encontrado referencias bibliograficas que
indiquen que H. influenzae y Aeromonas spp. comparten un mismo habitat como en
el caso discutido anteriormente (con H. pylori-Aeromonas spp.); sin embargo,
tampoco podemos descartar que existan procesos de transferencia de material
genético entre estos dos géneros de manera directa o indirecta a través de fagos u

otros elementos genéticos moviles.

A partir de lo anterior, podemos afirmar que el hallazgo del gen tfc16 en las
cepas de Aeromonas spp. se debe a la similitud e identidad que comparte con el gen
virB4 descrito en A. culicicola (Rangrez y cols., 2006), en A. caviae (Rhodes y cols.,
2004) y en A. hydrophila (Kulinska y cols., 2008) mas que a una transferencia
genética horizontal. Las cepas en las cuéles no se detect6 el gen, es probable que
no cuenten con un sistema de secrecion tipo IV funcional o que presenten otra

ATPasa homdéloga que cumpla la funcién de translocacion del efector.

A pesar de que VirB4 es la proteina mas conservada en la mayoria de los
SSTIV (Yuan y cols., 2005) no es posible establecer el grado de conservacion del
sistema de secrecidn con solo esta proteina, por lo que es necesario conocer todas

las secuencias de genes virB de las cepas clinicas y ambientales seleccionadas en
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este trabajo y realizar estudios filogenéticos mas detallados como lo plantean

Rangrez y cols., en 2006 con el operdn AcTra de A. culicicola.

La transferencia horizontal de genes contribuyen a la diversificacion y
adaptacion de microorganismos, teniendo un impacto significativo en la plasticidad
del genoma de especies bacterianas del ambiente, la evolucion de bacterias
patégenas, y la diseminacion de genes de resistencia a antibiéticos y de otros
factores de virulencia (Juhas y cols., 2007; Juhas y cols., 2008). Muchas especies
bacterianas utilizan los sistemas de secrecion especializados para transferir
macromoléculas a través de membranas (Nagai y Roy, 2003), que podrian estar

contenidos en islas o isletas de patogenicidad.

Por lo que en el presente trabajo se disefiaron tres juegos de iniciadores y se
estandarizé6 una PCR multiple para amplificar cada uno de los genes que codifican
para las tres proteinas principales del sistema de secrecion tipo IV: VirB2 como
principal componente del pilus conjugativo o de secrecion, VirB11 el cual es un
componente asociado a la membrana interna que pudiera formar canales para la
translocacion del sustrato o proveer energia para el ensamblaje y funcionamiento de
la maquinaria, ademas de que participa en los cambios conformacionales inducidos
por la hidrolisis del ATP para transducir la informacion del citoplasma hacia las
subunidades extracitoplasmicas. Mientras que otros componentes como VirB9
forman un ndcleo peripldsmico que puede también constituir un canal de
translocacion a lo largo del sistema membranal del microorganismo (Christie y Vogel,
2000; Cascales y Christie, 2003; Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus, 2003).

Rhodes y cols. en 2004 demostré la presencia de un sistema de secrecion tipo
IV en el plasmido pFBAOT6 de A. caviae HGB5 perteneciente a la familia IncU que
ademas del SSTIV poseen genes de resistencia a antibiéticos como tetraciclina y
ampicilina. Dicho elemento conjugativo nos fue facilitado por su equipo de trabajo
para contar con un testigo positivo para la estandarizacion de la PCR multiple de los

genes virB2, virB9 y virB11 de 114, 278 y 200 pb respectivamente, la cual la
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empleamos como estrategia de seleccion de cepas que potencialmente poseen este

sistema de secrecion.

Al analizar los resultados de manera global, determinamos que el gen virB11
presentd mayor frecuencia de deteccion para ambos grupos de cepas, mientras que
el gen virB2 solo estuvo presente en 14/104 cepas. Dado que el SSTIV es funcional
solo si estan presentes todas las proteinas del complejo, la pérdida de alguna de
ellas nos indica que el sistema ya no es funcional o que las cepas poseen un sistema
de liberacién-captacion de material genético hasta ahora solo descrito en patdbgenos
humanos como H. pylori, C. jejuni y N. gonorrhoreae (Cascales y Christie, 2003) y
en microorganismos fitopatdgenos como A. tumefasciens, en el que se ha reportado
la existencia de cepas mutantes que carecen del pili codificado por el gen virB2, pero
gue conservan la capacidad de transferir el plasmido Ti (Llosa y cols., 2002); por lo
que se puede inferir que la proteina VirB2, o sus homdlogos, pueden ser
fundamentales para el contacto bacteria-célula hospedera como en el caso del
transporte de la proteina vacuolizante CagA de H. pylori (Censini y cols., 1996),
pero a su vez, VirB2 cumple un papel accesorio o no esencial para la liberacion o
captacion de DNA a partir del medio o de otros microorganismos. Esta hipétesis se
sustenta a partir del hecho de que observamos que las cepas de agua del estado de
Veracruz conservan el sistema de secrecion tipo IV completo, mientras que las cepas
de pescado congelado o agua de fuentes publicas de Espafa, tienden a perder el
gen virB2, pero poseen los genes cagA y cagE obtenidos por transferencia horizontal
como se habia mencionado anteriormente. Hasta el momento no se cuenta con la
literatura suficiente para sustentar esta teoria, asi mismo tampoco existen reportes
de cepas de Aeromonas spp. que presenten un SSTIV codificado en el genoma o en
algun elemento mavil insertado en la misma; por lo que los hallazgos aqui descritos
son inéditos en el género Aeromonas, lo cual resalta la importancia de este trabajo
ya que permitio seleccionar las cepas que son candidatos a un estudio genotipico
mas detallado y comprobar, en un principio, la presencia de un sistema de secrecion
tipo IV completo y funcional y posteriormente la descripcion detallada de una isla de

patogenicidad si fuese este el caso.
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Otra hipétesis que explica la ausencia de algunos genes del sistema de
secrecion tipo IV en las cepas estudiadas es la similitud en cuanto al mecanismo de
secrecion entre el SSTIV y el SSTVI de reciente descripcion (Tseng y cols., 2009),
por lo que se infiere que algunas proteinas pudiesen ser homélogas remotas y por
ello fueron detectadas por PCR con los iniciadores descritos en este trabajo. Sin
embargo, revisando la base de datos GeneBank del NCBI (URL 1) aun no se cuenta
con las secuencias completas de los genes del SSTVI en Aeromonas spp. por lo que
aun no se podrian realizar estudios in silico para determinar con exactitud la validez o

no de esta teoria.

El cuadro 20 muestra un panorama general de la frecuencia de aislamiento de
los genes marcadores propuestos en este trabajo. So6lo 4 cepas de origen clinico
presentaron amplicones positivos para los 3 genes del sistema de secrecion tipo IV y
corresponden a: A. caviae Hgl55, Hg158 y Hgl75 asi como A. veronii bv. sobria
Hgl70. Mientras que 8 cepas de origen ambiental poseen los 3 genes marcadores
virB2, virB9 y virB11; corresponden a las cepas 4.4,5.2, 7.2y 7.5 de A. caviae y 1.3,
1.5, 4.3 y 8.3 de A. hydrophila cuyo origen de aislamiento son muestras de agua de
playas del estado de Veracruz, por lo que todas las cepas arriba mencionadas se
convierten en candidatos para una busqueda mas exhaustiva y dirigida de una isla
de patogenicidad con genes de secrecidon. Cabe mencionar que las cepas 4.4 de
A. caviae, 1.3 y 8,3 de A. hydrophila presentaron los 5 marcadores de islas de

patogenicidad propuestos en este estudio.

Finalmente, el uso del programa IslandPath, para la deteccion de islas de
patogenicidad en microorganismos secuenciados resulto limitado para el caso del
género Aeromonas, ya que solo se conoce la secuencia completa de dos cepas en
las cuales se desconoce aun la funcibn de muchas productos de expresion de
regiones caracteristicas de las islas de patogenicidad. Una de estas cepas
secuenciadas es A. salmonicida A449 subsp. salmonicida, que es un microorganismo

patdogeno para peces cuyo analisis con IslandPath mostro varios sitios posibles de
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localizacion de PAI’s al poseer amplias regiones con un contenido de G+C menor
que el resto del genoma, un uso distinto de codones y lo mas importante, varios
marcos abiertos de lectura que codifican para integrasas 0 transposasas que
pudiesen interactuar con tales regiones de patogenicidad. Al realizarse la anotacion
del genoma de este microorganismo, se detectdé la presencia de proteinas del
sistema de secrecion tipo Il, lll y IV, lo que correlaciona perfectamente con los datos
mostrados en la seccion de antecedentes de este trabajo (Reith y cols., 2008). Con lo
anterior podemos sugerir la realizaciébn de ensayos in vitro para caracterizar la
posible isla de patogenicidad en la cepa A. salmonicida A449. Para el caso de
A. hydrophila, se observan amplias regiones adn no caracterizadas que poseen
proteinas hipotéticas por lo que también se sugiere realizar estudios para anotar
adecuadamente la funcién de estos productos de expresion en la base de datos
GeneBank del NCBI.
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9. CONCLUSIONES

¢ Debido a que los genes cagE y cagA ha sido identificados como marcadores
de cag-PAIl en H. pylori, su presencia en cepas ambientales de Aeromonas
spp. podria ser indicativo de la presencia de islas de patogenicidad en este

género.

e El gen virB4 que codifica para una ATPasa del SSTIV se encontré en cepas
de origen ambiental de Aeromonas spp. usando los iniciadores para el gen

tfc16 de H. influenzae.

e Las cepas de referencia y los aislamientos clinicos no poseen los genes cagE

y virB4.

e Se estandariz6 una PCR multiple con 3 genes marcadores del sistema de
secrecion tipo 1V: virB2 de 114 pb, virB9 de 278 pb y virB11 de 200 pb.

e El gen virB11 presentd la mayor frecuencia de deteccion en cepas de origen
clinico y ambiental, mientras que el gen virB2 presentd la menor frecuencia de

deteccion para ambos grupos de cepas.

e Se encontraron 8 cepas de origen ambiental y 3 de origen clinico que son
candidatos para una busqueda de una isla de patogenicidad y su posible
caracterizacion. Todas ellas poseen los 3 marcadores del sistema de

secrecion tipo IV propuestos en este trabajo.
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10.PERSPECTIVAS

e Realizar ensayos de expresion de las proteinas CagA y CagE en las cepas de
Aeromonas spp. positivas a estos marcadores y determinar su identidad y

similitud con respecto a las proteinas homologas descritas en H. pylori.

e Amplificar y secuenciar todo el sistema de secrecion tipo IV en aquellas cepas
que poseen los genes virB2, virB9 y virB11. Asi como la determinacion de su
probable ubicacion dentro del gendéforo y la cadena o sentido en el cual estan

codificadas.

e Determinar el papel de la proteina VirB2 en la translocacion de material
genético o proteinas en cepas de Aeromonas spp. mediante cepas silvestres y

mutadas para este caracter.

o Determinar la presencia de secuencias de insercion, tRNA'’s, transposasas o
integrasas rio arriba y rio abajo de las secuencias que codifican para el SSTIV

con el fin de determinar su inclusion en una isla de patogenicidad

e Probar los métodos de hibridacion substractiva con estos genes marcadores
de islas de patogenicidad en un universo mas amplio de cepas de Aeromonas

spp. de reciente aislamiento
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11.PRODUCTOS OBTENIDOS

e Presentacion de protocolo de tesis en el seminario del Posgrado de
Biomedicina y Biotecnologia Molecular (14 de marzo de 2008).

e Presentaciéon del poster titulado “cagA gene of Helicobacter pylori in
Aeromonas spp. strains isolated from enviromental samples in México” el 9th.
International Symposium on Aeromonas and Plesiomonas en Vila Real,
Portugal del 10 al 12 de Septiembre de 2008.

e Presentacion del poster titulado “Analisis Bioinformatico de la Proteina cagE
de Helicobacter pylori y su relacion con los Sistemas de Secrecion Tipo IV en
otros Microorganismos” en el seminario de la asignatura de Bioinformatica
como parte de los trabajos complementarios al curso.

e Presentacibn de avances de tesis en el seminario del Posgrado de
Biomedicina y Biotecnologia Molecular (26 de mayo de 2009).

e Participacidbn como asistente y presentacién del trabajo en formato poster
titulado: “Analisis Bioinformatico de la proteina CagE de Helicobacter pylori y
su Relacion con los Sistemas de Secrecion Tipo IV de Otros
Microorganismos” en las VIl Jornadas del Posgrado de Biomedicina y
Biotecnologia Molecular en México D.F., del 24 al 27 de Marzo de 2009.

e Participacion como asistente y presentacién del trabajo en formato poster
titulado: “Estudio Preeliminar de la Presencia el Gen cagE en Cepas de
Aeromonas spp. de Origen Ambiental” en el Congreso 70 Aniversario del IPK;
VII Congreso Cubano de Microbiologia y Parasitologia, en La Habana, Cuba
del 1 al 4 de Junio de 2009.

e Presentacion de terminacion de tesis en el seminario del Posgrado de
Biomedicina y Biotecnologia Molecular (4 de noviembre de 2009).

e Participacion como asistente y presentacion del trabajo en formato poster
titulado: “Estudio Preeliminar de la Presencia el Gen cagE en Cepas de
Aeromonas spp. de Origen Ambiental” en el 5to. Congreso Nacional
Estudiantil de Investigacion y el 5to. Congreso de Investigacion Politécnica en
la ciudad de Querétaro, Querétaro del 28 al 30 de octubre de 2009.

e Preparacion de la nota al editor titulada: Aeromonas spp. strains isolated from

environmental samples posses cagA and cagE genes of Helicobacter pylori.
Para la revista: Applied and Environmental Microbiology.
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13.APENDICE

Los cuadros muestran los resultados de la determinacion por PCR de los

genes marcadores de PAI's

Determinacion de los genes marcadores en cepas clinicas de Aeromonas spp.

Cepa Especie Origen cagE tcfl6é virB2 virB9 virBi1
Hg 1 A. caviae Hidalgo - - - + +
Hg 3 A. hydrophila Hidalgo - - - - -
Hg 4 A. caviae Hidalgo - - - +
Hg 5 A. hydrophila Hidalgo - - - +
Hg 6 A. hydrophila Hidalgo - - - + -
Hg 11 A. hydrophila Hidalgo - - - + -
Hg 17 A. veronii Hidalgo - - - +
Hg 18 A. hydrophila Hidalgo - - - +
Hg 20 A. hydrophila Hidalgo - - - + -
Hg 21 A. caviae Hidalgo - - - + +
Hg 22 A. caviae Hidalgo - - - + +
Hg 24 A. caviae Hidalgo - - - + +
Hg 28 A. hydrophila Hidalgo - - - + +
Hg 30 A. hydrophila Hidalgo - - - + +
Hg 33 A. hydrophila Hidalgo - - - + +
Hg 34 A. hydrophila Hidalgo - - - + +
Hg 35 A. hydrophila Hidalgo - - - + -
Hg 36 A. hydrophila Hidalgo - - - - -
Hg 37 A. hydrophila Hidalgo - - - - -
Hg 44 A. caviae Hidalgo - - - - +
Hg 46 A. veronii Hidalgo - - - - -
Hg 51 A. veronii Hidalgo - - - - +
Hg 53 A. veronii Hidalgo - - + - -
Hg 62 A. trota Hidalgo - - - - -
Hg 63 A. hydrophila Hidalgo - - - - -
Hg 75 A. hydrophila Hidalgo - - - + -
Hg 81 A. caviae Hidalgo - - - - -
Hg 82 A. hydrophila Hidalgo - - - - -
Hg 84 A. caviae Hidalgo - - - - +
Hg 88 A. caviae Hidalgo - - - - +
Hg 94 A. hydrophila Hidalgo - - - - -
Hg 105 A. hydrophila Hidalgo - - - + -
Hg 106 A. hydrophila Hidalgo - - - - -
Hg 108 A. caviae Hidalgo - - - - -
Hg 109 A. veronii Hidalgo - - - + +
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Cepa
Hg 112
Hg 119
Hg 121
Hg 122
Hg 124
Hg 126
Hg 128
Hg 133
Hg 137
Hg 145
Hg 146
Hg 148
Hg 153
Hg 155
Hg 156
Hg 158
Hg 162
Hg 165
Hg 169
Hg 170
Hg 171
Hg 173
Hg 175
Hg 176
Hg 179
Hg 180
Hg 181
Hg 187

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>

caviae

caviae

. veronij

caviae

. caviae
. veronii
. caviae
. veronii
. caviae

veronii

. caviae

Especie Origen

. veronii Hidalgo
. veronii Hidalgo
. caviae Hidalgo
caviae Hidalgo
. caviae Hidalgo
caviae Hidalgo
. caviae Hidalgo
. hydrophila Hidalgo
. caviae Hidalgo
caviae Hidalgo
. caviae Hidalgo
veronii Hidalgo

. hydrophila Hidalgo

Hidalgo

. hydrophila Hidalgo

Hidalgo
Hidalgo
Hidalgo
Hidalgo
Hidalgo
Hidalgo
Hidalgo
Hidalgo
Hidalgo

. hydrophila Hidalgo
. hydrophila Hidalgo

Hidalgo

. hydrophila Hidalgo

cagt tcfl6 virB2

virB9
+

virB11

+ + + + 4+

-+

+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + +

+ + 4+

Determinacion de los genes marcadores en cepas ambientales de Aeromonas spp.

Cepa Especie Origen cagE cagA’ tcf16 virB2 virB9 virB11
32 A. salmonicida Pescado congelado + + - - + +

AhA4 A. bestiarum Pescado congelado + + + - + +

AhA3 A. bestiarum Pescado congelado - + - - - -

AhA5 A. bestiarum Pescado congelado + + - - + +
119 A. bestiarum Agua dulce + + - - - +

AhA7 A. veronni bv. sobria Pescado congelado + + - - + +

AhA13 A. salmonicida Pescado congelado + + - - + +
104 A. bestiarum Pescado congelado + + - - + +
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Cepa Especie Origen cagE cagA’ tcf16 virB2 virB9 virB11
112 A. bestiarum Agua dulce + + - - + +
114 A. bestiarum Agua dulce + + - - + +
156 A. bestiarum Agua dulce + + - - + +
57 A. bestiarum Pescado congelado + + - - - -
60 A. veronni bv sobria Pescado congelado + + - - - +

AhA1l A. salmonicida Pescado congelado + + - - + +

AhA10 A. salmonicida Pescado congelado + + - - - -
40 A. salmonicida Pescado congelado + + - - + +
136 A. veronni bv. sobria Pescado congelado + + - - - -
47 A. veronni bv. sobria Pescado congelado + + - - + +
37 A. salmonicida Pescado congelado + + - - + +

As20P A. bestiarum Pescado congelado + + - - + +
7.3 A. caviae Agua salada - N/D - - - -
7.4 A. caviae Agua salada - N/D + - +
2.6 A. caviae Agua salada - N/D - - -
9.2 A. caviae Agua salada - N/D - -

1.6 A. caviae Agua salada - N/D + -

6.1 A. caviae Agua salada - N/D - - - -
7.8 A. caviae Agua salada - N/D -

7.2 A. caviae Agua salada - N/D +

8.2 A. caviae Agua salada - N/D - - - -
7.6 A. caviae Agua salada - N/D - - - -
5.2 A. caviae Agua salada - N/D + + + +
7.1 A. caviae Agua salada - N/D - - - -
7.5 A. caviae Agua salada - N/D + + + +
4.4 A. caviae Agua salada + N/D + + + +
4.3 A. hydrophila Agua salada - N/D + + + +
1.5 A. hydrophila Agua salada - N/D - + + +
8.3 A. hydrophila Agua salada N/D + + +

11.5 A. hydrophila Agua salada N/D - - -
11.6 A. hydrophila Agua salada - N/D - - - -
8.1 A. hydrophila Agua salada - N/D + - - -
1.3 A. hydrophila Agua salada + N/D + + + +

N/D: No determinado. cagA*: Datos tomados de Alvarado-Hernandez, 2007
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