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1. MARCO TEORICO

Escherichia coli (E. coli) es la bacteria anaerobia facultativa mas abundante en el
intestino grueso del ser humano. La mayoria de las cepas actian como
comensales que nos protege frente a la infeccién, al competir con patdogenos
intestinales como Shigella sp. y Salmonella sp. Sin embargo, algunas cepas de E.
coli son patégenas intestinales y constituyen la principal causa de diarrea infantil
en paises en vias de desarrollo, provocando la muerte a un namero significativo
de nifios. También se han producido brotes epidémicos de diarrea por E. coli en
los Estados Unidos, debido a la ingestion de alimentos y aguas contaminadas
(79,420 casos en un poblacién de 320 mil millones de personas). Ademas, es un
patdgeno importante de vias urinarias. (John L. Ingraham y Catherine A.
Ingraham, 2004). De manera general, E. coli es un bacilo corto; posee un diametro
de 0.5 um y una longitud de 1.0-3.0 um, es no esporulado, es un microorganismo
Gram negativo, posee un contenido de GC de 50% y es movil por flagelos
peritricos. Al tratarse de una enterobacteria se puede encontrar en aguas negras y

se le clasifica como un organismo ubicuo (Holt, 1994; Welch, 2006).

1.1. Clasificacion de E. coli:
En 1990, Herzer y colaboradores desarrollaron un sistema de clasificacion basado
en el andlisis de patrones de movilidad electroforética de 38 enzimas relacionadas
con el metabolismo, a partir de una coleccion de 72 cepas de E.coli de diversos
origenes, el analisis de este estudio reveld cuatro grupos filogenéticos principales,
denominados A, B1, B2 y D. Basandose en criterios genéticos y clinicos, las cepas
de E. coli se pueden diferenciar en las que habitan de manera natural el intestino o
también llamadas comensales, cepas relacionadas con infecciones intestinales o
INPEC y cepas patdégenas extraintestinales o EXPEC. Estas ultimas pertenecen en
su mayoria al grupo B2 y en menos proporcion al D de la clasificacion de Herzer;
estos grupos poseen mayor cantidad de genes de virulencia comparados con los

grupos Ay B1, a los que pertenecen las cepas comensales.



Se conoce que las cepas de E. coli comensales, constituyen la mayor parte de la
flora fecal en la mayoria de los seres humanos sanos, mamiferos y aves. Estas
cepas se encuentran adaptadas para la coexistencia pacifica con el hospedero,
sin provocar enfermedades en el tracto intestinal. En los seres humanos, por lo
general no produce enfermedades fuera del tracto intestinal, excepto cuando se
encuentra inmunocomprometido (Russo y Johnson, 2000). Por otro lado se sabe
que InPEC, raramente se encuentra en la flora fecal de personas sanas, se le
considera un patdégeno obligado porque cuando se ingiere es causante de
gastroenteritis o colitis en el hospedero, las dosis infectivas en modelos de
laboratorio dependen del patotipo que se trate. Actualmente, se conocen 8
diferentes patotipos de E. coli: la clase enterotoxigénica (ETEC), la productora de
la toxina shiga (STEC), enterohemorragica (EHEC), enteropatégena (EPEC),
enteroinvasiva (EIEC), enteroagregativa (EAEC), difusamente adherente (DAEC) y
la més reciente que es un hibrido de E. coli (EAEC/STEC) también conocida como
la cepa enteroagregativa 0O104:H4 Stx2a. Aunque existe solapamiento entre
algunos patotipos diarreogénicos, cada patotipo posee una combinacion unica de
rasgos de virulencia que se traduce en un mecanismo patogénico distintivo (Rasko
et al. 2011; Russo y Johnson, 2000). Existe una ultima clasificacion de E. coli
conocida como extraintestinal, propuesta por Johnson y Russo en el afio 2000, y
designada con el acronimo "EXPEC" para referirse a las E. coli patdgenas fuera
del tracto gastrointestinal. Estas bacterias son epidemioldgica y filogenéticamente
distintas a las comensales o0 a las patdgenas intestinales, se sabe que son
incapaces de causar enfermedades entéricas, pero pueden colonizar el tracto
intestinal del hospedero, siendo predominante en un 20% de humanos sanos
(Russo y Johnson, 2000). EXPEC posee 3 variantes: E. coli patdgena aviar
(APEC), E. coli uropatogénica (UPEC) y las responsables de la meningitis
neonatal (NMEC) (Pitout, 2012). EXPEC también ha sido aislada de infecciones
intraabdomminales y neumonia nosocomial, y ocasionalmente ha estado implicada
en osteomielitis. Estas enfermedades son de alto impacto en salud publica, por su

alta incidencia, morbi-mortalidad y altos costos de tratamiento.



1.1.1. Escherichia coli uropatogénica:
UPEC es la causa mas comun de infecciones urinarias no adquiridas en el
hospital, responsable de 70 — 90% de los 7 millones de casos de cistitis aguda y
250,000 casos de pielonefritis registrados anualmente en Estados unidos (Bien et
al. 2012). El tracto urinario es un ambiente que se caracteriza por ser estéril, es
mantenido asi por una gran variedad de mecanismos de defensa del hospedero.
Muchas de las bacterias patdogenas que causan infecciones del tracto urinario
(ITU) se encuentran en la propia flora del hospedero (Bien et al. 2012). E. coli,
tiene la capacidad de expresar factores de virulencia que tienen el objetivo de
asegurar la supervivencia y colonizacion en el tracto urinario de mamiferos, tales
como; adhesinas (tipo 1 y fimbria P), toxinas como la a-hemolisina y Sat (toxina
secretable autotransportadora), sistemas de adquisicién de hierro (enterobactina y
aerobactina) (Totsika et al. 2012). Varios estudios muestran que UPEC posee
flagelos implicados en la virulencia para producir ITU, que contribuyen a la
adherencia, este es un paso critico para el inicio de una enfermedad, ya que
permite a UPEC resistir las fuerzas hidrodinamicas del flujo de la orina y activa
rutas de sefializacion entre el hospedero y la bacteria, que resultan en el proceso
de inflamacion y colonizacidén, respectivamente (Totsika et al. 2012). Las
infecciones sintoméaticas provocan molestia en pacientes, cuyos resultados son la
pérdida de productividad, predisposicion a nuevas infecciones y necesidad de

terapia con antibiéticos (Sivick y Mobley, 2009).

1.1.2. Escherichia coli responsable de meningitis neonatal:
Entre las meningitis, la bacteriana es la segunda enfermedad mas importante y es
causada por E. coli y otros bacilos Gram negativos; especialmente E. coli
capsulada K1 es responsable del 40% de las septicemias neonatales y del 75% de
meningitis por E. coli (Wubbel y Mc Cracken, 1998). La meningitis bacteriana es
aun una de las patologias infecciosas mas graves en pediatria (Wubbel y Mc
Cracken, 1998). Las meninges (duramadre, aracnoides y piamadre), que

envuelven el tejido encefdlico y la médula espinal, son infectadas con



microorganismos por via hematica, reaccionando con inflamacién, induciendo
cambios en la morfologia celular y en las caracteristicas quimicas del liquido
cefalorraquideo, lo que se traduce en alteraciones clinicas como irritabilidad y

rigidez de nuca.

1.2. Factores de virulencia de ExPEC:

Las cepas patdégenas de E. coli extraintestinales poseen rasgos especificos de
virulencia que le permiten Unicamente causar la infeccion en un sitio determinado.
Los mecanismos de invasion usados por EXPEC son dirigidos hacia la defensa del
huésped (Inmunoglobulinas), a la adquisicibon de nutrientes por medio de
peptidasas, sideroforos y toxinas (hemolisina), la adherencia (fimbrias tipo 1 y P),
la evasion de la respuesta inmune como cépsulas y lipopolisacéridos (Russo y
Johnson, 2003; Johnson et al. 2005; Soto, 2006); y sobre todo peptidasas
secretadas que degradan inmunoglobulinas (Kornfeld y Plaut, 1991, Pouedras et
al. 1992, Miyoshi y Shinoda, 2000) (Figura 1). Algunos factores de virulencia de
EXPEC se resumen en la tabla 1.
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Figura 1. Factores de virulencia de EXPEC (Tomado de Johnson JR, 2003).



Tabla 1. Factores de virulencia de EXPEC.

Factor de virulencia

Funcién en ExPEC

papG Il Adhesina
fimH Adhesina del tipo |
gafD Fimbria G
bmaE Subunidad de la M-aglutinina
sfaS Lectina fimbrial
lha Adhesina regulada por hierro
ireA Receptor de sideroforo
Iron Receptor de sideréforo
kpsMTH Subunidad de polisacéarido
capsular
ibeA Invasion del endotelio del cerebro
traT Resistencia al suero
iss Supervivencia al suero
ompT Proteasa de membrana externa
cvaC Colicina V
malX Isla asociada a la patogenicidad
hlyA Hemolisina
CNF1 Factor 1 de necrosis citotoxica

(Adaptado de Marrs et al. 2005; Smith et al. 2007).

La diversidad de clonas patdégenas de E. coli es el resultado de la adquisicion
constante de genes que codifican diferentes factores de virulencia, estos genes
pueden estar presentes en plasmidos, islas de patogenicidad y fagos; estos

elementos genéticos extracromosomales son intercambiados con alta frecuencia



entre diferentes cepas de bacterias, en un proceso conocido como transferencia

horizontal de genes (Biran et al. 2011).

2. Proteasas como Factor de virulencia:
La protedlisis juega un rol importante en muchos procesos biolégicos tales como la
digestion, el recambio de proteinas y la defensa de patdgenos (Runeberg-Roos et
al. 1994). Las enzimas que hidrolizan enlaces peptidicos pueden ser designadas
como proteasas, proteinasas, peptidasas o enzimas proteoliticas. La Enzyme
Commission (EC) del Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB, 1992) recomienda el término
general peptidasas para todas las enzimas que hidrolizan enlaces peptidicos. La
reaccion catalizada por todas las proteasas es el rompimiento del enlace peptidico
por accién de una molécula de agua, para obtener un acido y una amina, donde
ambos productos se encuentran en forma ionizada a pH neutro (Perona y Craik,

1995). La reaccion general se observa a continuacion:

R—C (= 0)-N(H)-R" + H20 > R-C(=0)-O- + H3N'R™*

2.1. Clasificacion de proteasas y mecanismos de accién:
La EC (NC-IUBMB, 1992) divide las peptidasas en exo Yy endopeptidasas. Las
exopeptidasas pueden, a su vez, ser amino o0 carboxipeptidasas. Las
endopeptidasas son clasificadas por dicha comision en base al mecanismo
catalitico en serinicas, cisteinicas, asparticas y metaloendopeptidasas. Barrett et
al. (1998) utilizan una clasificacion diferente de la EC, pues consideran que las
peptidasas son listadas alli en forma arbitraria. Estos autores agrupan las

peptidasas en familias y clanes, con base en su estructura primaria y terciaria.



2.1.1. Clanes y familias de las peptidasas:

Una familia retune las peptidasas que muestran una relacion estadisticamente
significante entre las secuencias de aminoacidos de la parte de la molécula
responsable de la actividad proteolitica. Un clan es un grupo de familias cuyos
miembros han evolucionado a partir de la misma proteina ancestral pero que han
divergido lo suficiente como para que sus estructuras primarias no sean
comparables. Ademas Barrett et al. (1998) agrupan las peptidasas en tipos
cataliticos de acuerdo a la naturaleza de los grupos responsables de la catalisis.
En ese sentido reconocen cinco clases: serinicas, treoninicas, cisteinicas,
asparticas y metalopeptidasas. Cada familia de peptidasas es nombrada con una
letra que denota el tipo catalitico (S, T, C, Ay M) seguida de un namero arbitrario;
las peptidasas cuyo mecanismo catalitico se desconoce se agrupan en la familia
u.

Peptidasas serinicas y treoninicas

Las peptidasas en las cuales el mecanismo catalitico depende del hidroxilo de un
residuo de serina que actia como nucledfilo sobre el enlace peptidico son
llamadas peptidasas serinicas. Barrett et al. (1998) distinguen siete clanes de
peptidasas serinicas al comparar las estructuras terciarias y el orden de los
residuos cataliticos en las secuencias. Pertenecen a este grupo las familias de la
tripsina y de la subtilisina. Las enzimas que integran la familia de la tripsina son
todas endopeptidasas y estan presentes tanto en microorganismos procariéticos
como eucaribticos, asi como en plantas, invertebrados, vertebrados y en virus a
ARN (Caffini et al. 1988; Barrett et al. 1998). La actividad de las peptidasas
serinicas suele ser maxima a valores de pH alcalinos, no requiriendo en general
activadores, aunque los iones calcio activan algunas proenzimas y podrian
estabilizar determinadas enzimas (Lopez, 1995). Por razones practicas, las poco
conocidas familias de peptidasas dependientes de treonina son incluidas por
Barrett et al. (1998) dentro del séptimo clan (TA) de las serinpeptidasas, que son
todas endopeptidasas en las que el nucledfilo puede ser serina, treonina o cisteina

y que incluye enzimas en las que la Unica actividad es activarse a si mismas.



Peptidasas cisteinicas:

Las peptidasas cisteinicas presentan gran analogia en el mecanismo catalitico con
las serinicas, en razon de que en ambos grupos la enzima y el sustrato forman un
complejo covalente debido a que el nucledfilo es parte de un aminoacido. EI dador
de protones en todas las peptidasas cisteinicas identificadas es un residuo de
histidina (al igual que en la mayoria de las peptidasas serinicas) y el nucledfilo es
el grupo sulfidrilo de un residuo de cisteina (Barrett et al. 1998). Son peptidasas
cisteinicas la papaina, la quimopapaina, la bromelina, la cruzipaina, las caspasas,
las catepsinas lisosomales de mamiferos, las calpainas citosdlicas y varias
endopeptidasas virales. Este tipo de enzimas manifiestan su actividad a pH
variable segun el tipo de enzima y de sustrato. Asi, las ubicadas en los lisosomas
actuan generalmente a pH &cido, en tanto que la papaina tiene actividad en un
amplio rango de pH y las calpainas son activas a pH superiores a 7.5 (Lopez,
1995). Dado que el mecanismo catalitico de estas enzimas utiliza a la cisteina
como donador de protones, se pueden activar con tioles de bajo peso molecular

como tioglicolato, ditiotreitol, 2-mercaptoetanol o cisteina (Storey y Wagner, 1986).

Peptidasas asparticas:

Las peptidasas asparticas (APs) estdn  ampliamente  distribuidas,
encontrandoselas en vertebrados, hongos, plantas, protozoos y retrovirus. Todas
son endopeptidasas y se caracterizan por presentar un pH éptimo en el rango
acido y por ser especificamente inhibidas por pepstatina A. Todos los miembros
de la familia A1 de la pepsina han sido hallados en eucariotas. Esta familia incluye
a enzimas del tracto digestivo animal, como la pepsina, gastricsina y quimosina,
enzimas lisosomales como la catepsina D y E y enzimas involucradas en procesos
postraduccionales, como la renina producida en el riidn, que procesa
angiotensinégeno en el plasma (Caffini et al. 1988). EI mecanismo catalitico
involucra residuos de acido aspartico en el sitio activo de la cadena peptidica,
unidos a una molécula de agua que es la que actia como nucledfilo (Barrett et al.

1998). No existen grupos funcionales de estas enzimas que provoquen un ataque



nucleofilico sobre el carbonilo de la union peptidica a escindir y por lo tanto no hay
intermediario covalente entre la enzima y el sustrato (Hofmann et al. 1984). En
general, las peptidasas asparticas actiGan mejor sobre uniones peptidicas de
aminoacidos con cadenas laterales hidrofobicas (Leu-Tyr, Phe-Phe, Phe-Tyr, etc.)
pero la afinidad por el sustrato varia grandemente: la pepsina degrada la mayor
parte de las proteinas hasta pequefios péptidos, pero las enzimas utilizadas en la
fabricacion de quesos coagulan la leche por medio de la escisién selectiva de la
union peptidica Phel05-Met106 de la k-caseina (Asakura et al. 1997).

Metalopeptidasas:

Las familias de las metalopeptidasas se pueden reunir en dos grupos: las
peptidasas que solo requieren iones zinc para la catalisis y las que necesitan dos
iones metdlicos que actuen co-cataliticamente, como es el caso de las peptidasas
en las que el cobalto y el manganeso son esenciales para su actividad (Barrett et
al. 1998). El ataque nucleofilico sobre el enlace peptidico es mediado, al igual que
en las peptidasas asparticas, por una molécula de agua (Barrett et al. 1998). La
mas estudiada de las metalopeptidasas es la termolisina de Bacillus
thermoproteolyticus, cuyo sitio activo contiene un atomo de zinc unido a cadenas

laterales de histidina y de acidos glutamico (Caffini et al. 1988).

Peptidasas de mecanismo catalitico desconocido:
En este grupo se incluyen todas aquellas peptidasas a las que, con la informacion

disponible al momento, no es posible ubicarlas en ninguna de las cinco categorias
anteriores. Incluyen di-, endo-, carboxi- y omega- peptidasas que participan en el
metabolismo de la pared bacteriana; hidrolizan diversas proteinas de bacterias y
virus o estan involucradas en la esporulacion de algunas especies de Bacillus sp.
(Barrett et al. 1998).



Inhibidores de peptidasas:

El efecto de los inhibidores permite tener informacion acerca del tipo catalitico de
una peptidasa, aunque pocos de los inhibidores disponibles son reactivos
perfectos de diagnostico, dado que pueden ocurrir falsos positivos y falsos
negativos. Cuando se detecta una inhibicion parcial, el efecto del tiempo de
exposicion de la enzima al inhibidor sobre el grado de inhibicion, puede ser
informativo (Barrett, 1994).

Peptidasas serinicas:

La 3,4-dicloro-isocumarina (3,4-DCI) es el reactivo de eleccion para reconocer las
peptidasas serinicas, pues reacciona rapida e irreversiblemente con la mayoria de
ellas. Otros reactivos que son Uutiles para la identificacion de este tipo de
peptidasas son: el DFP (diisopropilfluorofosfato) y el PMSF (fenilmetilsulfonil
fluoruro). Ambos pueden también inhibir peptidasas cisteinicas, pero su efecto es
reversible por el agregado de compuestos tidlicos. La desventaja del DFP es su
neurotoxicidad (inhibe la acetil colinesterasa), la que se ve incrementada por su
volatilidad (Barrett, 1994). Otras herramientas Utiles para identificar peptidasas
serinicas son los inhibidores naturales reversibles: aprotinina y el inhibidor de

tripsina de soja (Storey y Wagner, 1986).

Peptidasas cisteinicas:

Las peptidasas cisteinicas del grupo de la papaina y la calpaina son susceptibles
a la rapida, especifica e irreversible inactivacion por el compuesto E-64 (L-
transepoxisuccinil-leucilamida-(4-guanidino)-butano). Una caracteristica importante
del E-64 y otros inhibidores epéxidos es que no reaccionan con tioles de bajo peso
molecular, como cisteina y ditiotreitol. Otras peptidasas cisteinicas (clostripaina,
estreptopaina) son pobremente inhibidas por el E-64 y se deben usar reactivos
generales para grupos tioles para reconocerlas (iodoacetato, iodoacetamida);

estos Ultimos presentan el inconveniente de reaccionar también con los



activadores de las peptidasas cisteinicas (Barrett, 1994). Algunos de los
inhibidores usados para peptidasas cisteinicas no son especificos. Asi, los
aldehidos y clorometanos peptidilicos como quimostatina y leupeptina pueden

reaccionar con peptidasas cisteinicas y serinicas (Storey y Wagner, 1986).

Peptidasas asparticas:

Relativamente pocos inhibidores actian sobre las peptidasas asparticas (APs). El
complejo de la diazoacetil-DL-norleucina metil éster (DAN) con iones cobre y el
EPNP (1, 2-epoxy-3-(pnitrofenoxi) inactivan a la mayoria de ellas. El mas efectivo
de los inhibidores de estas peptidasas es la pepstatina A, un isovaleril-
pentapéptido aislado de cultivos de varias especies de Streptomyces, que en una
concentracion final de 1-5 uM inhibe reversiblemente la mayoria de las APs y no

afecta otro tipo de peptidasas (Barrett, 1994).

Metalopeptidasas:
La mayoria de los inhibidores de las metalopeptidasas actian como quelantes del
atomo de zinc catalitico. La 1,10-fenantrolina es el mas usado de estos

inhibidores.



Familias de peptidasas bacterianas que rompen o0 degradan
inmunoglobulinas:

Un factor de virulencia que comparten muchos de los patdgenos y que son
altamente intercambiables entre las cepas bacterianas a través de la transferencia
horizontal son las enzimas proteoliticas (Hacker y Kaper, 2000). Estas peptidasas
tienen un amplio rango de funciones celulares como la adquisicién de nutrientes
para el crecimiento y proliferacion a través de la degradacion de tejido del
hospedero y la desregulacion de procesos criticos del hospedero, incluyendo la
interrupcion de rutas de cascada de citocinas, corte de receptores de superficie e
inactivacion de inhibidores de peptidasa del hospedero (Rao et al. 1998; Travis y
Potempa, 2000) y sobre todo le permiten evadir el sistema inmune por la
degradacion de inmunoglobulinas (Mushin et al. 1980; Molla et al. 1986; Maeda y
Molla, 1989; Parmely et al. 1990; Kornfeld y Plaut, 1991), y también de esta
manera obtienen una fuente de aminodacidos (Jansen et al. 1995). A la fecha se
tienen algunos reportes de proteasas que rompen Igs, como es el caso de las
metalopeptidasas reportadas por Miyoshi y Shinoda (2000) en Legionella
pneumophila y Vibrio cholerae y la elastasa de Pseudomona aeruginosa; capaces
de degradar IgA e IgG de porcinos, de la misma manera, se ha reportado que
varias cepas de Pasteurella multocida tienen la habilidad de producir enzimas
extracelulares que cortan moléculas de IgA e IgG de porcinos, asi como IgG de
diferentes especies (Negrete-Abascal et al. 1994, 1998, 1999). También se conoce
la familia de metaloproteasas M4, de 54 kDa, de tipo extracelular y que poseen
dominios de peptidasas que degradan IgG en Pseudomona sp. (Andrejko et al.
2013). Por otro lado se tienen algunas metaloproteasas que poseen dominios
peptidasa que escinden IgA (familia M26 y M64). Cabe mencionar que la familia
M26 solo se encuentra en las bacterias Gram positivas, poseen un motivo LPXTG.
Esta familia también incluye a la metalopeptidasas ZmpB y ZmpC de
Streptococcus pneumoniae, su funcion celular se refiere a que posee actividad
metaloproteasa de unién a zinc (Protein sequence analysis y classification, 2013).
En Neisseria gonorrhoeae y Haemophilus influenzae estd ampliamente

demostrado la existencia de una proteasa degradadora de inmunoglobulina IgA,



esta enzima realiza el corte en la region bisagra de la inmunoglobulina, pertenece
a la familia S6; una familia de proteinas autotransportadoras. La actividad
biolégica de esta familia es la protedlisis y su funcion molecular es del tipo serina
proteasa con actividad de endopeptidasa. Sin embargo, no todos los miembros de
la familia rompen Igs, como el caso de la proteasa EspP de E. coli O157:H7 que
corta el factor V de la coagulacion en los humanos y hemoglobina (Protein
sequence analysis y classification, 2013).

En la tabla 2, se comparan las peptidasas bacterianas que rompen Igs de varias
familias (Sandt y Hill, 2001; Dautin, 2010; Leo y Goldman, 2010; Ruiz y Nataro,
2013; Pastorello et al. 2013, Protein sequence analysis y classification, 2013;
Uniprot, 2013).



Tabla 2. Distribucion de proteasas en microorganismos que poseen dominios peptidasa y que escinden Igs
como sustrato.

Dominio . . - Sustrato/ - Tamafo
Proteasa . Microorganismo Funcion . Familia
catalitico Interaccion (kDa)
Unién a
EibA, C, D, inmunoglobulina
SPATE-AT FyG E.coli Inmunomodulador region Fc En estudio 200
(Trimérica) -
Escinde
En estudio EsiB En estudio EXPEC Inmunglobulina slgA En estudio En estudio
Metaloproteasa que
Iga HEXXH Clostridium _ escinde _ IgA M64 137
ramosum inmunoglobulina
Proteasas Proteasa de serina
Peptidasa GDSGS H_aemophllus ~ Que escmdg IgA 6 169
de de IgA influenzae inmunoglobulina
Proteasa de serina
IgA Peptidasa GDSGS Neisseria ~ que escmd(_a IgA S6 169
de IgA gonorrhoeae inmunoglobulina
Metaloproteasa que
Peptidasa LPXTG Streptococcus suis . escinde . IgA M26 215
inmunoglobulina
Metaloproteasa que
LasB | Zinc-HEXXH | Seudomonas __escinde IgG M4 54
aeruginosa inmunoglobulina
Metaloproteasa que
. . N escinde
Proteasas Peptidasa | Zinc-HEXXH Proteus mirabilis . . IgG M10 54
inmunoglobulina
de Endopeptidasa
SspA : Staphyloccocus glu_tamlca que es_cmde G S1B 36
1gG aureus inmunoglobulina
Cisteina proteasa que
Mac i Streptoccocus _ escinde _ I9G c10 38
pyogenes inmunoglobulina

(Adaptado de Sandt y Hill, 2001; Dautin, 2010; Leo y Goldman, 2010; Ruiz y Nataro, 2013; Pastorello et al. 2013,
Protein sequence analysis y classification, 2013; Uniprot, 2013).




2.4. Autotransportadores del tipo serina proteasas en enterobacterias
(SPATES):

SPATESs (Serin Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae) es una familia
de proteasas extracelulares producidos por Enterobacterias. Estas proteinas son
autotransportadores (ATs), lo que significa que son secretadas por el sistema de
secrecion tipo Va de bacterias Gram negativas. Los ATs son muy diversos en su
funcién (adhesina, proteasa, esterasa, lipasa, etc.) pero comparten el mismo
mecanismo de exportacion. Son reconocidos por su organizacion estructural
(Figura 2), estan constituidos por un dominio N-terminal, sec-dependiente, o
péptido sefial que abarca los aminoacidos 1- 60, que contiene el sitio (secuencia
de aminoéacidos) de reconocimiento de la proteina a transportar, donde se genera
un corte en un enlace peptidico que libera a la proteasa al medio extracelular,
seguido de un dominio pasajero (S6) en el cual se encuentra el sitio catalitico de la
serina proteasa (secuencia GDSGS) que es comln en las proteasas Va de los
SPATE, y un extremo C- terminal o dominio B también llamado dominio

autotransportador, el cual participa en el transporte del dominio pasajero al

1-60 aa 61-900 aa 901 - 1350 aa
" _- -
Péptido Dominio Dominio Dominio B
sefial Pasajero de Unioény
‘ Sitio de Corte ‘
Funcién Exportacion

ambiente extracelular (Dautin, 2010).

Figura 2. Dominios de un SPATE tipo Va (Adaptado de Dautin, 2010).

Las proteasas son muy diversas y participan en una gran variedad de procesos
biologicos, uno de ellos relacionado con los mecanismos de virulencia de las
bacterias que llegan a poseerlos. La familia de las proteasas tipo Va de los

SPATES posee el dominio S6, que se ha identificado en la proteasa de IgA, esta



proteasa se ha localizado en bacterias de las familias Neisseriaceae,
Enterobacteriaceae, Campylobacteraceae y Pasteurellaceae (Pfam domain
proteins, 2013).

SPATESs de alto peso molecular en la Patogénesis:

SPATESs se ha dividido en dos subgrupos basados en criterios filogenéticos. Un
grupo incluye SPATEs que muestran la actividad citotoxica (Pet, EspC, EspP,
SigA) y que probablemente tienen blancos intracelulares. El otro grupo incluye
SPATEs que no han demostrado actividad citopatica en las células, pero que
podria ser importante en la patogénesis porque afectan a un blanco extracelular
(Yen et al. 2008).

Pet: es el primer autotransportador con actividad enterotdxica estudiado. Se
encuentra en el plasmido AA de E. coli (InPEC) y no corta inmunoglobulinas
(Johnson y Nolan, 2009; Dautin, 2010; Uniprot, 2013). Su peso molecular es de
110 kDa. Especificamente, Pet muestra actividad enterotéxica en tejido yeyunal de
rata, también causa efectos citotoxicos sobre estas mismas células, provocando
dafio tisular, inflamacién y mucosidad e induce efectos citopaticos en las lineas
celulares de HEp-2 y HT29 C1 (Navarro et al. 2007). Pet posee efectos tdxicos
qgue requieren la internalizacibn de la proteina en las células huésped. La
internalizacion ocurre por endocitosis dependiente de clatrina, posteriormente a la
endocitosis, Pet va hacia el reticulo endoplasmico, donde es modificada con una
sefal que le permite ser transportada al citoplasma. Una vez en el citoplasma Pet
corta el sustrato fodrina. Esta escision induce una redistribuciéon de la fodrina y se
observan efectos citopaticos (Navarro et al. 2007). Otros sustratos que degrada
Pet son caseina, gelatina, pepsina, factor V de la coagulacibn humana y

espectrina (Ruiz y Nataro, 2013).

Pic: es producida por Shigella flexnery, EAEC y UPEC. Su peso molecular es de
110 kDa. Se demostré que Pic media la resistencia a suero por un mecanismo
dependiente de su actividad proteolitica. Aunque se desconoce el mecanismo

exacto de esta resistencia a suero, es probable que Pic degrade uno de los



componentes de activacion de la via clasica del complemento (Henderson et al.
1999). Pic también media la hemaglutinacion especifica de la especie
(hemaglutinacion débil se observo para la rata, cerdo, conejo, caballo, y globulos
rojos de oveja, pero ninguno se observd con las células rojas de la sangre
humanas o de pollo) (Henderson et al. 1999). Ningun efecto citotdéxico fue
detectado, sin embargo, fue demostrado que también puede unirse a fodrina, el
blanco intracelular de las citotoxinas EspC y Pet. (Dautin, 2010; Uniprot, 2013).

Tsh: el gen tsh inicialmente fue identificado como un gen del patégeno aviar E.
coli (APEC) cepa X7122. El gen confiere propiedades de hemaglutinacién para
E.coli K12 y posee un peso molecular de 110 kDa. Tsh se une a la hemoglobina,
colageno IV y fibronectina, lo que sugiere que podria actuar como una adhesina.
Tsh, en contraste con Pic, no media la resistencia al suero, pero se ha propuesto

gue es importante para la colonizacidon del saco de aire en aves (Dautin, 2010).

A la fecha, algunos SPATEs contintan en estudio, en la tabla 3, se resumen los

sustratos especificos de los ATs pertenecientes a esta familia (Dautin, 2010).



Tabla 3. Especificidad de sustrato de SPATEs

Digiere

No digiere

EatA
EpeA

EspC

Espl

EspP

Hbp

Pet

Pic

Sat
SepA

SigA
Tsh

Vat

AAPM-pNA, AAPL-pNA
Pepsina A, Gelatina, Mucina

Fodrina, Hemoglobina, Pepsina, Factor V,
Espectrina

IgA1 Humana, Mucina, Lisozima

Pepsina A, Apolipoproteina Al

IgA1, Hemoglobina, HSA, a2-
Macroglobulina, Haptoglobina, Trombina,
Colageno tipo lll, Tripsina, Lipoproteina de
baja densidad, Lipoproteina de alta
densidad, Lipoproteina de muy baja
densidad, Transferrina, Lactoferrina,

Pepsinégeno, Gelatina, Caseina.

Pepsina A, Factor V de la coagulaciéon
humana, Caseina, Apolipoproteina Al,
AAPL- Pna.

IgA1 Humana, HSA, a2-Macroglobulina,
Transferrina, Lactoferrina, Pepsinégeno,
Mucina, Espectrina.

Hemoglobina

Albumina, Lactoferrina humana, IgA1

Humana.

Caseina, Gelatina, Pepsina, Factor V de la

coagulacion Humana, Espectrina.

Actina, Mucina, Inmunoglobulinas

Humanas.

Gelatina, Ovomucina, Murina, Fodrina,
Mucina Bovina, Pepsina A, Factor V de la

coagulacion.

Caseina, IgA, IgM, IgG, Mucina gastrica de

cerdo, Espectrina de Ovino.

Caseina, Factor V, Espectrina.

IgA1, Hemoglobina, Mucina, Pepsina.

FLF-Pna, VPF-Pna, AAPF-Pna, AAPM-Pna.

IgAl, Gelatina, Angiotensina, Lisozima de
huevo, Fibronectina, Mucina, Pepsina,

Factor V, Espectrina.

Caseina, Fodrina

Mucina, Factor V

IgA de Pollo y Humano, Caseina, Pepsina

A, Espectrina.

Caseina

(Tomado de Dautin, 2010). *AAPM-pNA, AAPL-pNA (Oligopéptidos conjugados

con paranitroalanina) **FLF-pNA,

VPF-pNA, AAPF-pNA,  AAPM-pNA

(Oligopéptidos conjugados con paranitroalanina).




Inmunoglobulinas; un factor antimicrobiano del huésped:

La respuesta efectora humoral ante una invasion microbiana esta a cargo de las
inmunoglobulinas también Illamadas anticuerpos, que son glicoproteinas
secretadas por células plasmaticas blancas. Se encuentran entre los componentes
proteicos mas abundantes de la sangre, constituyendo aproximadamente un 20 %
en peso del total de proteinas plasmaticas (Alberts et al. 2005). En el humano
existen cinco grandes grupos de inmunoglobulina, siendo la IgA e IgG los factores
antimicrobianos del huésped, sin embargo uno de los mecanismos bacterianos de
evasion de defensa es la degradacion de las Igs por medio de las proteasas
bacterianas. Las Igs actian como sustrato de las proteasas bacterianas. La region
bisagra de la IgA1 es uno de esos sustratos; es una region grande que separa a
las fracciones Fab e incorpora la duplicacion de 8 aminoacidos, secuencias ricas
en prolina, serina y treonina, que son el sitio donde todas las proteasas de IgA1
escinden. Por otro lado las proteasas de IgA2 pierden la especificidad por la region
bisagra y son resistentes a la accidn de la proteasa de IgAl. Cada una de las
proteasas de Igs rompe enlaces peptidicos especificos: las enzimas de tipo 1
rompen el enlace Pro-Ser y las enzimas tipo 2 rompen Pro-Thr. El corte por la
proteasa en IgAl trae como consecuencia la generacion de fragmentos Fab y Fc y
por lo tanto el desacoplamiento del reconocimiento de las Igs por parte de los
mecanismos moleculares-celulares destinados para la eliminacion de los
antigenos. Por otra parte la region Fab formada puede enmascarar epitopos

relevantes del sistema inmune (Senior y Woof, 2005).

Estructura de las Inmunoglobulinas:

Se distinguen diversos tipos de inmunoglobulinas: 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE. Desde
el punto de vista estructural, todas ellas tienen en comun que su unidad basica
esta formada por dos pares de cadenas peptidicas: un par de cadenas ligeras
(cadenas L) con 220 aminodacidos cada una y un par de cadenas pesadas
(cadenas H) formadas por 440 aminoacidos cada una. Estas cuatro cadenas estan

ligadas por enlaces disulfuro entre residuos de cisteinas que forman parte de las



cadenas peptidicas. Cada cadena L esta enlazada por este tipo de enlaces a una
cadena H y cada cadena H esta ligada por ellos a una cadena L y a la otra cadena
H.

En la figura 3, (Schroeder et al. 2010) pueden distinguirse dos regiones o dominios
diferentes en las cadenas L: VL y CL, mientras en las cadenas H pueden
encontrarse 4 regiones: VH, CH1, CH2 y CH3. Cada una de esas regiones esta
compuesta por 70 a 110 aminoacidos. Las regiones o dominios V se denominan
Variables: la secuencia de amino4cidos en esas regiones (las porciones amino
terminales de las cadenas L y H) es altamente variable, y dentro de ellas, tanto en
la cadena L como en la H, hay regiones hipervariables, los CDRs 0 regiones
determinantes de complementariedad (Complementarity-determining regions) que
forman los sitios de enlace con el antigeno, estos son complementarios a la
topologia del antigeno especifico. Hay dos sitios de enlace para antigenos en cada
unidad (LH)2. Cuando una unidad (LH)z es hidrolizada con papaina, se liberan tres
fragmentos: dos denominados Fab y uno llamado Fc. Los fragmentos Fab
(Fragment antigen-binding), contienen la estructura que es capaz de enlazarse al
antigeno mientras el fragmento Fc (c significa cristalizable) no puede unirse al
antigeno, pero contiene un sitio (o sitios) que se enlaza(n) a proteinas del
complemento y que es expuesto cuando ocurre la interaccidén entre el anticuerpo y

el antigeno.

s VL .
Puentes
disulfuro VH \
CHa 0\

,/ 1‘ CH1

CHa \

Region bisagra

Figura 3. Estructura de los dominios de las Inmunoglobulinas (Tomado de
Schroeder et al. 2010).



3.1. Clasificacion de las inmunoglobulinas:

Hay cinco clases de cadenas pesadas: a, 9, €, Y y U. Estas cadenas difieren en el
tipo de regiones constantes que cada una tiene. Las inmunoglobulinas que
contienen cadenas gamma se denominan IgG. Las moléculas de IgG estan
formadas por una unidad (LH)2. Las Inmunoglobulinas G son las inmunoglobulinas
mas abundantes en el suero (600-1800 mg/dL). Estas inmunoglobulinas
promueven la fagocitosis en el plasma y activan al sistema del complemento. Las
IgG son el unico tipo de anticuerpos que puede cruzar la placenta (Schroeder et al.
2010).

Las inmunoglobulinas que contienen cadenas alfa se denominan IgA. Las IgA se
encuentran principalmente en las secreciones mucosas, en las lagrimas, el
calostro y la leche materna. Estas inmunoglobulinas son la defensa inicial de las
mucosas contra los agentes patdgenos. Ellas aparecen usualmente como dimeros
de unidades (LH)2 (Alberts et al. 2005).

Las IgM contienen cadenas pesadas mu. Los anticuerpos tipo IgM se expresan en
la superficie de los linfocitos B y se encuentran fundamentalmente en el plasma.
Estos son los primeros anticuerpos producidos en cantidades significativas contra
un antigeno. Las IgM promueven la fagocitosis y activan al sistema del
complemento. Aparecen usualmente como pentameros de unidades (LH)2 con sus

cadenas pesadas unidas por un pequefio péptido (Alberts et al. 2005).

Las IgE contienen cadenas pesadas tipo épsilon. La IgE, un monémero (LH)z,
juega un importante papel en las reacciones alérgicas y posiblemente en la
defensa contra infestaciones por algunos parasitos intestinales, ya que se

encuentra aumentada en esas situaciones (Alberts et al. 2005).

El papel fisiolégico de las IgD (inmunoglobulinas con cadena pesada) se
desconoce. Reconoce a los antigenos en los linfocitos B que no han sido
expuestos. La estructura de las IgD corresponde también a un monémero (LH)2
(Alberts et al. 2005).



4. ANTECEDENTES

Actualmente esta bien establecido que los modelos bacterianos de Clostridium
ramosum, Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae y Pseudomonas
aeruginosa producen enzimas que cortan inmunoglobulinas humanas (Rawlings y
Barett, 1997; Uniprot, 2013). En trabajos anteriores se ha sugerido que cepas de
Escherichia coli podrian contener como factor de virulencia a una proteasa de
este tipo. (Milazzo y Delisle, 1984), demostraron que EXPEC aisladas de pacientes
con infecciones en vias urinarias fueron capaces de hidrolizar IgA de mieloma,
mientras que 1gG, IgM e IgA secretora (SIgA) no fueron degradados por estos
organismos. Eslava et al. 1998 y Heimer et al. 2003, determinaron que una serie
de proteinas autotransportadoras, de masas moleculares entre 100 — 140 kDa,
producidas por Escherichia coli; Pet, Pic y Tsh, poseen actividad de serina
proteasa relacionada con la degradacion de mucoproteinas. Russo y Carlino-
MacDonald (2008), encontraron el 15 % de cepas de EXPEC con actividad
proteolitica con IgA sin mostrar que tipo de enzima esta presente en EXPEC ni su
peso molecular. Mas tarde, Leo y Goldman (2010), reportaron la capacidad de la
proteina multimérica EIbACDEFG de E. coli de unirse a la region Fc de la 1gG, su
peso molecular aproximado es de 200 kDa. En el mismo afio, Dautin (2010)
mostré evidencia que la cepa comensal de E. coli ECOR-9, produce las proteinas
EaaA (142 kDa) y EaaC (142 kDa), las cuales tienen la capacidad de unirse a una
region hasta ahora desconocida de la inmunoglobulina. Recientemente, Pastorello
et al. en el 2013 encontraron en EXPEC, una nueva proteina llamada EsiB que se
une a la inmunoglobulina secretoria de la IgA, sin embargo los autores no reportan
el peso molecular y tampoco su capacidad de actuar como proteasa. Como se
puede apreciar, existen variaciones en la actividad proteolitica, las cuales pueden
estar relacionadas con el grupo filogenético de las cepas estudiadas, al
silenciamiento o inestabilidad de la informacion genética o a diferencias
metodoldgicas para poner de manifiesto la actividad proteolitica en EXPEC (Najera

Hernandez et al. 2012). Los precedentes mostrados indican que E. coli posee



proteinas especificas que pueden interactuar con las inmunoglobulinas y evadir
las defensas del huésped, sin embargo aun no esta comprendida la interaccion y
si esta es asistida por alguna funcién proteolitica accesoria. Es decir, no existen
reportes, respecto a la caracterizacion de una proteasa extracelular de EXPEC con
la capacidad de escindir inmunoglobulinas como lo hizo Najera Hernandez et al.
2012, en un estudio realizado en nuestro laboratorio, donde puso de manifiesto
una importante degradacion de IgA, IgG y HSA, con Zimogramas in situ (Negrete
Abascal et al. 1994, 1998, 1999, 2004) en bacterias EXPEC con diferentes niveles
de resistencia a antimicrobianos, y sin que hubiera exclusividad al ambiente
hospitalario (Najera Hernandez et al. 2012). La enzima degradadora de Igs a
diferencia de otras proteasas, tiene un tamafio que varia de 160 a 200 kDa, se
produce en diferente cantidad entre las cepas estudiadas y se acumula en el
medio externo principalmente en la fase estacionaria del cultivo. El tamafio
molecular y el tipo de degradacion del sustrato indican que se trata de una clase
de enzimas diferentes a la descrita para las bacterias patégenas de epitelios
analizadas hasta el dia de hoy (N4jera Hernandez et al. 2012). Tomando en
cuenta los antecedentes mencionados respecto a la investigacion de Njera
Hernandez et al. 2012, el equipo de trabajo se interesé en continuar con el estudio
de la proteasa putativa 137-SN tipo S6; teniendo el conocimiento que las
proteasas que degradan IgA pertenecen a esta familia, ya que resultaba
interesante ampliar el estudio por representar a un grupo adn no caracterizado de
proteasas con actividad proteolitica en sustratos IgA, IgG y ASH. Los datos
experimentales mostrados por Escobar Mucifio et al. 2014, concluyen que EXPEC
cepa 137-SN no posee las proteasas Pic, Pet y Tsh; candidatos probables a
proteasa en E. coli, por lo que podria tratarse de una proteasa aun no
caracterizada y no reportada con la capacidad de degradar IgG como sustrato, sin
embargo hasta el momento no se tienen evidencias completas para tener la
certeza que se trate de un tipo diferente de enzima. De esta forma se pretende
continuar con la caracterizacion de la proteasa implicada en la degradacion de

inmunoglobulinas y albumina sérica.



5. HIPOTESIS

Escherichia coli patdgena extraintestinal (EXPEC) podrian contener como factor de
virulencia a una proteasa degradadora de inmunoglobulina IgG y de albimina
sérica humana. Debido al tamafio molecular y a las evidencias bioquimicas, esta
enzima podria pertenecer a una nueva clase de enzimas en las bacterias del tipo

EXPEC reportadas.

6. OBJETIVOS

Objetivo General:

Investigar la posible participacion de la proteasa S6 en Escherichia coli patégena

extraintestinal (EXPEC) y compararla con dos grupos control de E.coli no EXPEC.

Objetivos Especificos:

1. Recolectar 60 cepas de E. coli a partir de alimentos crudos y muestras
intestinales.

2. Comparar la actividad proteolitica entre las cepas de Escherichia coli
patégena extraintestinal (EXPEC) y las obtenidas en este estudio.

3. Realizar la deteccion molecular de pic, pet y tsh.

4. Caracterizacion parcial del complejo de la proteasa S6 like de E. coli.

5. Estudio de la distribucion del complejo de la proteasa S6 like de E. coli.



7. MATERIAL Y METODOLOGIA

Material bioldgico:

Se trabajo con la cepa de Escherichia coli EXPEC 137-SN, obtenida de
hemocultivo y que forma parte de la coleccion del laboratorio de Microbiologia

Molecular y Celular del grupo de Bioquimica y Genética Microbiana, CICM-ICUAP.

Obtencion de Cepas no ExXPEC, medio de cultivo y condiciones de cultivo

celular bacteriano:

Se colectaron 60 muestras bacterianas de E. coli a partir de dos origenes;
alimentos crudos y muestras intestinales, estas Ultimas provenientes de pacientes
ambulatorios no hospitalizados, sin restriccion de edad y sin distincion de sexo,
donadas por uno de los laboratorios de referencia en la ciudad de Puebla, de una

cadena de farmacias y consultorios médicos de reconocido nombre en el pais.

Las cepas aisladas de alimentos crudos se obtuvieron de dos grupos; productos
carnicos y vegetales, para el primer grupo las muestras analizadas fueron; carne
de cerdo, res y pollo, entretanto que para el segundo fueron; espinaca, cebolla
cambray y cilantro, el muestreo se realizé en 4 diferentes mercados ubicados en la
zona centro y norte de la ciudad de Puebla y en diferentes tiempos. Realizado el
muestreo, se pesaron 50 g del alimento y se tritur6 en un mortero de porcelana
(excepto la muestra de pollo), la muestra triturada se colocé en un tubo Falcon de
50 mL conteniendo 15 mL de agua destilada estéril y se dejo reposar 15-20
minutos, posteriormente se realizé un hisopado y se sembro en Agar McConckey
para la identificacion de bacterias fermentadoras de lactosa, las placas se dejaron
incubando a 37°C durante 24 horas. Se seleccionaron las colonias que resultaron
positivas a la prueba (colonias rosas) y se resembraron en Agar EMB (Eosin
Methylene Blue) seleccionando las colonias con centro oscuro y brillo verde

metalico; comportamiento caracteristico de E. coli. Finalmente, cada uno de los



aislados se resembr6 en Agar LB (Luria Bertani), se purificaron y se conservaron
en glicerol a -70°C hasta su posterior uso.

Las cepas de E. coli no patégenas extraintestinales aisladas y utilizadas en el
presente estudio se enlistan en las tablas 4 y 5.



Tabla 4. Cepas no EXPEC aisladas de alimentos.

Cepa Caracteristica/ Origen Referencia Cepa Caracteristica/ Origen Referencia
E. coli ETM-1 Aislado de carne de Res El presente trabajo E. coli ETM-16 Aislado de Espinaca El presente trabajo
E.coli ETM-2 | Aisladode carmnede Res | El presente trabajo E. coli ETM-17 | Aislado de carne de Cerdo | El presente trabajo
E. coli ETM-3 Aislado de carne de Res El presente trabajo E. coli ETM-18 | Aisladode carne de Pollo | El presente trabajo
E. coli ETM-4 | Aisladode carnede Res | El presente trabajo E. coli ETM-19 | Aisladode carne de Pollo | El presente trabajo
E. coli ETM-5 | Aisladode carne de Pollo | El presente trabajo E. coli ETM-20 | Aisladode carne de Pollo | El presente trabajo
E. coli ETM-6 | Aisladode carne de Pollo | El presente trabajo E. coli ETM-21 | Aisladode carne de Pollo | El presente trabajo
E. coli ETM-7 | Aislado de care de Cerdo | El presente trabajo E. coli ETM-22 | Aisladode carne de Pollo | El presente trabajo
E. coli ETM-8 Aislado de Cilantro El presente trabajo E. coli ETM-23 | Aisladode camne de Pollo | El presente trabajo
E. coli ETM-9 Aislado de Cebolla El presente trabajo E. coliETM-24 Aislado de carne de Res El presente trabajo
E. coli ETM-10 | Aisladode carne de Pollo | El presente trabajo E. coli ETM-25 | Aisladode carne de Res El presente trabajo
E. coli ETM-11 Aislado de carne de Pollo El presente trabajo E. coli ETM-26 | Aislado de carne de Cerdo El presente trabajo
E. coli ETM-12 Aislado de carne de Pollo El presente trabajo E. coli ETM-27 Aislado de Cebolla El presente trabajo
E. coli ETM-13 | Aisladode carne de Cerdo | El presente trabajo E. coli ETM-28 Aislado de Cebolla El presente trabajo
E. coli ETM-14 | Aisladode carne de Pollo | El presente trabajo E. coli ETM-29 Aislado de Cilantro El presente trabajo
E. coli ETM-15 | Aislado de carne de Pollo El presente trabajo E. coli ETM-30 Aislado de Espinaca El presente trabajo




Tabla 5. Cepas no EXPEC aisladas de muestras intestinales.

Cepa

Caracteristica/ Origen

Referencia

E. coli ETM-31

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-32

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-33

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-34

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-35

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-36

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-37

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-38

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-39

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-40

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-41

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-42

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-43

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-44

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

E. coli ETM-45

Aislado de Muestra
Intestinal

El presente trabajo

Cepa Caracteristica/ Origen Referencia
) Aislado de Muestra .
. coli ETM-46 Intestinal El presente trabajo
coli ETM-47 Aislado de Muestra El presente trabajo
: Intestinal
coli ETM-48 Aislado de Muestra El presente trabajo
: Intestinal
) Aislado de Muestra .
. coli ETM-49 Intestinal El presente trabajo
) Aislado de Muestra :
. coli ETM-50 Intestinal El presente trabajo
) Aislado de Muestra .
. coli ETM-51 Intestinal El presente trabajo
coli ETM-52 Aislado de Muestra El presente trabajo
: Intestinal
coli ETM-53 Alslado de Muestra El presente trabajo
] Intestinal
) Aislado de Muestra :
. coli ETM-54 Intestinal El presente trabajo
) Aislado de Muestra .
. coli ETM-55 Intestinal El presente trabajo
) Aislado de Muestra :
. coli ETM-56 Intestinal El presente trabajo
coli ETM-57 Aislado de Muestra El presente trabajo
: Intestinal
colil ETM-58 Aislado de Muestra e TeieE
: Intestinal
) Aislado de Muestra .
. coli ETM-59 Intestinal El presente trabajo
) Aislado de Muestra :
. coli ETM-60 Intestinal El presente trabajo




Concentracion de proteinas extracelulares y precipitacion metandélica:

Las proteinas extracelulares de E.coli fueron concentradas a partir de 10 mL de
cultivo con 36 horas de crecimiento celular en medio LB a 37°C, (Najera
Hernandez, 2012), libre de células por centrifugacién a 3600 rpm, el sobrenadante
se mezclé con metanol frio (-20°C) en una proporcion 1:2 y se dejo precipitar por
una noche a 4°C, nuevamente se centrifugé a 3600 rpm, se retiré el sobrenadante
y se dejo secar la pastilla para posteriormente ser resuspendida en 100 uL de
buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, el concentrado proteico se congel6 a —20°C hasta

la realizacion del Zimograma.

Evaluacion de la actividad proteolitica a través de Zimogramas:

La capacidad de degradacion de las proteinas del sobrenadante se llevé a cabo a
través de Zimogramas utilizando IgG como sustrato. Para ello se utiliz6 un SDS-
PAGE al 10% copolimerizado con 50 uL de IgG (2 pg/uL), se cargaron 10 pL de
muestra en cada carril y se realizd el corrimiento electroforético a 90 V.
Posteriormente, el gel se tratd con Triton-X100 por 2 horas, seguido por una
incubacion con buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7.5 a 37°C durante 24 horas.
Finalmente el Zimograma fue tefiido con azul de Coomassie R-250 por 2 horas y
se evalud la capacidad proteolitica de las muestras estudiadas, las areas de
digestion enzimética fueron distinguidas como halos, bandas o barridos blancos

contra un fondo azul, en cada uno de los carriles.
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Figura 4. Esquema de trabajo para la concentraciobn de proteinas
extracelulares de cepas no EXPEC y su evaluacion enzimatica a través de
Zimogramas.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacién de los
genes pic, pet y tsh:

Para la busqueda de los genes pic, pet y tsh se extrajo DNA total de las cepas no
EXPEC de E.coli, los acidos nucleicos fueron analizados en gel de agarosa al
0.8% para verificar la calidad y concentracibn del mismo, posteriormente las
muestras se diluyeron en proporcion 1:20 para realizar las reacciones de
amplificacion. La PCR se realiz6 empleando oligonucleétidos especificos que
permitieron amplificar un fragmento de cada gen, las condiciones de termociclado,
asi como los tamafios esperados para cada uno de los genes se resume en las
tablas 5, 6 y 7. Los amplicones obtenidos fueron sometidos a electroforesis en gel
de agarosa al 0.8%, el cual se tifio con bromuro de etidio 1pug/mL durante 10

minutos para su posterior visualizacion en un transiluminador de luz UV.



Tabla 6. Condiciones de termociclado para la amplificacion del gen tsh.

Gen Primer Desnaturalizacién Ciclos Extensién | Conservacion
inicial final final
Desnaturalizacion 94°C/30"
tsh tsh4F1D 94°C / 5 min 32 Alineamiento 55°C/30” 72°C [ 8 4°C
1,157 pb | tsh4R1D ciclos Extension 72°C/1.20°

Tabla 7. Condiciones de termociclado para la amplificacion del gen pic.

Gen Primer Desnaturalizacion Ciclos Extension | Conservacion
inicial final final
Desnaturalizacion 94°C/30”"
pic pic27F1D 94°C / 5 min 32 Alineamiento 55°C/30 720C | & 40C
1,277 pb | pic27R1D ciclos Extension 72°C/1.30°
Tabla 8. Condiciones de termociclado para la amplificacion del gen pet.
Gen Primer Desnaturalizacion Ciclos Extension Conservacio
inicial final n final
Desnaturalizacion 94°C/30”"
pet pet5F1D 94°C / 5 min 32 Alineamiento 55°C/30”" 72°C | 8 4°C

1,338 pb | petSR1D ciclos Extension 72°C/1.40°



Identificacidén de secuencias por medio de secuenciacién:

Algunas de las cepas que resultaron positivas para la amplificacion de los genes
pic, pet y tsh, y que ademas mostraron resultados positivos para la actividad
proteolitica, fueron concentrados siguiendo el protocolo del kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System de Promega. Los productos de PCR concentrados y
purificados fueron secuenciados con la finalidad de corroborar la identidad de las

secuencias amplificadas.

Concentracion de proteasas; 137-SN y cepas no EXPEC:

Se realiz6 un escrutinio de las cepas no EXPEC que mostraron capacidad de
degradacion proteolitica, asi como aquellas que resultaron positivas para la
amplificacion de los genes pic, pet y tsh, seleccionando Unicamente cuatro cepas
no EXPEC (ETM 8, ETM 9, ETM 20 Y ETM 35) las cuales se siguieron analizando
mediante electroforesis en gel SDS-PAGE. Para ello las proteasas de cada una de
las cepas seleccionadas; incluida la cepa EXPEC 137-SN, fueron concentradas a
partir de cultivos bacterianos (200 mL) de 36 horas en medio liquido LB, a 37°C y
agitacion constante. Los cultivos fueron centrifugados a 3600 rpm durante 15
minutos y se llevé a cabo la precipitacion de proteinas del sobrenadante con dos
volumenes de metanol frio, durante 5 dias a 4°C. Posteriormente se volvio a
centrifugar el sobrenadante bajo las mismas condiciones y se dejé secar la pastilla
para luego ser resuspendida en buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7.5. Finalmente, las
proteasas fueron concentradas por centrifugacion en tubos Amicon Ultra de
MILLIPORE de 50 kDa para las cepas 137-SN y ETM 35, y de 10 kDa para las
cepas ETM 8, ETM 9 Y ETM 20, teniendo 15 mL como volumen inicial y 0.25 mL
de volumen final. Las muestras concentradas fueron analizadas por electroforesis

en SDS-PAGE y Zimograma copolimerizado con IgG.



Electroforesis en SDS- PAGE para analisis de proteinas:

Las proteasas concentradas se analizaron en un gel SDS-PAGE al 10% tomando
alicuotas de 10 pL por muestra. El corrimiento electroforético se realiz6 a 90 V y el
gel fue tenido con azul de Coomassie R-250 durante 10 minutos para

posteriormente ser estudiado.

En la figura 5, se ilustra el protocolo realizado para la concentracion de proteinas

del sobrenadante y su analisis en electroforesis SDS-PAGE y Zimograma.
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E. coli no 15 minutos 15 minutos
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_ NO0OOAAOAN

Resuspension en

Andlisis en electroforesis SDS-PAGE y « Concer?]'framo_n, « Buffer
Zimograma copolimerizado con IgG. por centrifugacion Tris-HCI 50 mM, pH
7.5

Figura 5. Esquema de trabajo para la concentracion de proteasas de E. coli y
su andlisis en electroforesis SDS-PAGE y Zimograma.



Andlisis del complejo de la proteasa S6 like de E. coli mediante
Espectrometria de Masas (EM):

Las proteinas del sobrenadante de la cepa 137-SN fueron concentradas siguiendo
el mismo protocolo. La muestra concentrada se analizo por electroforesis en SDS-
PAGE, colocandose 10 pL de la misma muestra en cada carril del gel. El
corrimiento electroforético se realizé a 90 V y el gel fue tefiido con azul de
Coomassie R-250 durante 10 minutos. Las bandas fueron cortadas manualmente
y se conservaron en acido acético al 10% hasta su analisis. El procesamiento
realizado a la muestra para analizarse por espectrometria de masas fue el que se

describe a continuacion:

Las bandas fueron reducidas con DTT 10 mM, alquiladas con lodoacetamida 100
mM y destefiidas con ACN: NH,HCO, 50mM (50:50 v/v). La digestion proteica se

llevé a cabo durante 18 horas a 37°C con tripsina grado masas (Promega V528A).

Se extrajeron los péptidos obtenidos de la digestion (ACN: H,O: acido férmico

50:45:5 v/v), se disminuyé el volumen de la muestra en un concentrador
(eppendorf 5301) y se desalé la muestra utilizando columna C18 (ZipTipC18). La
muestra se coloco por sextuplicado en la placa utilizando como matriz a-ciano, y
se analizaron en un MALDI TOF/TOF 4800. Con los espectros MS/MS obtenidos
se realiz6 una busqueda con el algoritmo de busqueda Paragon del software
ProteinPilot, con un porcentaje de confianza del 66%. Utilizando las sefiales
peptidicas obtenidas de la espectrometria de masas se realiz6 una basqueda en el
genoma secuenciado de la cepa 137-SN con el programa RAST, de la misma
manera haciendo uso de los nimeros de acceso y secuencias proporcionadas se

realizé el andlisis de la informacién utilizando la base de datos del NCBI.



8. ESTRATEGIA GENERAL DE TRABAJO

Obtencion de cepas no EXPEC E. coli 137- SN
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Figura 6. Estrategia general planteada para la caracterizacion parcial del
complejo de la proteasa S6 like de E. coli y su comparacion con dos grupos
de E. coli no ExPEC.



9. RESULTADOS

Para investigar la relevancia epidemiologica de la proteasa S6, de 160 kDa,
secretada y liberada al medio, en Escherichia coli patdgena extraintestinal
(EXPEC) se propuso comparar la distribucion de produccion de la actividad
proteolitica en este grupo respecto a dos grupos de E. coli no EXPEC. Se
estudiaron los extractos de 30 cepas de E. coli obtenidas a partir de alimentos
crudos y 30 de muestras intestinales, mediante la prueba en Zimograma
copolimerizado con IgG y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para la
amplificacion de los genes pic, pet y tsh, con DNA de las cepas de los tres grupos
de estudio, con la hipotesis de correlacionar la presencia de actividad enzimatica
tipo S6 previamente evidenciada con la presencia de un potencial

autotransportador del tipo Pic, Pet o Tsh.

9.1 Evaluacién de la actividad proteolitica de las cepas no EXPEC a través de

Zimogramas:

El antecedente de Najera Hernandez et al. 2012, mostré una poblacion de cepas
de EXPEC con 60% de positividad a la actividad proteolitica S6 sobre el sustrato
IgG. Escobar en 2014, encontré 60% de cepas EXPEC provenientes de distintos
origenes extraintestinales, positivas a la presencia de actividad proteolitica y sélo
11% con esta probable actividad en cepas no EXPEC. En el trabajo de Escobar se
observo diversidad en los pesos moleculares de las proteasas que degradan IgG
en las cepas no EXPEC; de alto, mediano y bajo peso molecular. Debido a que la
degradacion proteolitica y el tamafio molecular no coincidieron en ambos estudios,
se realiz6 el presente estudio de deteccion de actividad proteolitica de cepas no
EXPEC sobre IgG en zimogramas, en un grupo estadisticamente significativo para
conocer la distribucion de esta clase de proteasas S6. Con las cepas de origen
alimentario se observd que, sélo 4 de las 30 cepas (13%) degradaron IgG. En las

cepas de origen intestinal, se observo que solo 5 de las 30 (17%) degradaron IgG.



En las siguientes imagenes, se muestran algunos de los geles con cepas positivas
a la prueba de Zimograma con IgG, revelado como zonas blancas de hidrdlisis
enzimatica en forma de bandas en un fondo azul, las cuales se observan con
pesos moleculares diversos y con intensidad tenue o intensa en funcion de la

cantidad de la actividad en los extractos.

Como se puede apreciar en la figura 7, en C3 y C4 que corresponden a las
muestras ETM 16 y ETM 13, se observan zonas de digestion enzimatica tenues en
forma de bandas difusas y con pesos moleculares alrededor de 60 kDa. La
muestra ETM 9 situada en el C7, presenta una actividad proteolitica mas fuerte en
forma de banda bien definida, pero con un peso molecular mas bajo (30 kDa

aproximadamente).
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Figura 7. Evaluaciéon de la actividad enzimética en cepas de E. coli aisladas
de alimentos. Zimograma. SDS-PAGE al 10 %, co-polimerizado con IgG al
0.02%. C1: control negativo (E. coli DH5-alpha), C2: control positivo (137-SN),
C3: ETM 16, C4: ETM 13, C5: ETM 11, C6: ETM 10, C7: ETM 9, C8: ETM 2, C9:
ETM 5, C10: ETM 1.



Las muestra ETM 8 ubicada en C7 de la figura 8, presenta actividad proteolitica
fuerte en forma de banda definida, con un peso molecular de aproximadamente 25
kDa, la cepa control de actividad proteolitica se encuentra en C3, el resto del gel

se observa negativo.
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Figura 8. Evaluacion de la actividad enzimética en cepas de E. coli aisladas
de alimentos. Zimograma. SDS-PAGE al 10 %, co-polimerizado con IgG al
0.02%. C1: control negativo (E. coli DH5-alpha), C2: ETM 4, C3: control positivo
(137-SN), C4: ETM 3, C5: ETM 6, C6: ETM 7, C7: ETM 8, C8: ETM 12, C9: ETM
14, C10: ETM 15.

En la figura 9, se observa una degradacién difusa en C1 de la cepa ETM 31, como
una banda de peso molecular entre 100-150 kDa, en C2 se observa una banda de
peso molecular entre 20 — 25 kDa para la cepa ETM 32. En C5 la cepa ETM 35
tiene una digestion enzimatica intensa que forma una banda de peso molecular
similar al de la cepa ETM 31 (> 100 kDa). Por ultimo la figura 10, representa un
ejemplo de actividades enzimaticas negativas, con un aspecto de Zimograma
tefido homogéneamente sin zonas claras en ninguno de los carriles cargados con

proteinas de sobrenadante de E. coli.
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Figura 9. Evaluacion de la actividad enzimética en cepas de E. coli aisladas
de muestras intestinales. Zimograma. SDS-PAGE al 10 %, co-polimerizado con
IgG al 0.02%. C1: ETM 31, C2: ETM 32, C3: ETM 33, C4: ETM 34, C5: ETM 35,
C6: ETM 36, C7: ETM 37, C8: ETM 38, C9: ETM 39, C10: ETM 40.
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Figura 10. Evaluacién de la actividad enzimética en cepas de E. coli aisladas
de muestras intestinales. Zimograma. SDS-PAGE al 10 %, co-polimerizado con
IgG al 0.02%. C1: ETM 51, C2: ETM 52, C3: ETM 53, C4: ETM 54, C5: ETM 55,
C6: ETM 56, C7: ETM 57, C8: ETM 58, C9: ETM 59, C10: ETM 60. El Zimograma

se muestra completamente negativo para la degradacion del sustrato 1gG.



9.2. PCR para la amplificacion de los genes pic, pet y tsh:

Escobar Mucifio en 2014, sugirié que la proteasa putativa de la cepa 137-SN de E.
coli era tipo desconocido en la clase extraintestinal, porque preliminarmente fue
negativa la amplificacion de secuencias de genes pic, pet y tsh. En el presente
estudio, se propuso investigar en forma amplia si en el genoma de las 60 cepas de
E.coli aisladas (Tabla 4) existian los genes pic, pet y tsh y si habia correlacion con
la capacidad de produccién de proteasas degradantes de IgG. Para el gen tsh se
analizaron las 60 cepas, mientras que para pic y pet se hizo una seleccidon
aleatoria de cepas positivas y negativas en la prueba del Zimograma con 1gG

como sustrato.

En las figuras 11, 12 y 13 se muestran algunos de los resultados obtenidos para la
amplificacion de tsh en los dos grupos de cepas de E. coli provenientes de
alimentos crudos y de muestras clinicas intestinales. La presencia de una banda
de 1059 pb, por arriba de la banda de 1018 pb del marcador, sugiere que el

producto amplificado corresponde al gen tsh en estudio.

En la figura 11, se observa una banda intensa en el C2, que corresponde a la cepa
control para la amplificacién de tsh, mientras que el resto de las cepas analizadas

en este gel fueron negativas.
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Figura 11. Deteccion por PCR del gen tsh en cepas no ExXPEC aisladas de
alimentos. C1: Marcador, C2: Control positivo (ETM 16), C3: ETM 1, C4: ETM 2,
C5:ETM 3,C6: ETM 4, C7: ETM 5.



En la figura 12, las cepas ETM 16, ETM 17 fueron positivas para tsh (C9 y C10).

La figura 13, muestra la prueba positiva para el grupo de muestras intestinales;
con amplificados tenues y definidos en las cepas ETM 35, ETM 37, ETM 41y ETM

43 (C1, C3, C7y C9).
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Figura 12. Deteccién por
PCR del gen tsh en cepas
en cepas no ExXPEC
aisladas de alimentos.
C1: Marcador, C2:-, C3:-,
C4: ETM 11, C5: ETM 12,
C6: ETM 13, C7: ETM 14,
C8: ETM 15, C9: ETM 16,
C10: ETM 17, C11: ETM
18, Ci12: ETM 19, C13:
ETM 20.

Figura 13. Deteccién por PCR del gen
tsh en cepas en cepas no EXPEC
aisladas de muestras intestinales. C1.:
ETM 35, C2: ETM 36, C3: ETM 37, C4:
ETM 38, C5: ETM 39, C6: ETM 40, C7:
ETM 41, C8: 42, C9: ETM 43, C10:
Marcador.



Para el analisis molecular de los genes pic y pet en las cepas de E. coli de origen
alimentario, se seleccionaron las 5 cepas con actividad proteolitica en el
Zimograma con IgG, y el mismo nimero de cepas negativas elegidas al azar. La
sintesis por PCR de amplicones de 1300 pb sugeriria un resultado positivo para la
identificacion de los genes. Sin embargo, con las cepas de origen alimentario, no

se obtuvieron amplicones de ambos genes, figura 14.

bp Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 (9 CioC11cCi12
Carril 1: Marcador
Carril2: ETM 8
4072
30547 u il 3:
Carril 3: ETM 9 Actividad
2036 Carril4: ETM 13 proteolitica
1636™= positiva
Carril 5: ETM 16
10187 Carril6: ETM3 -
Carril7: ETM 19 =
506,517 Carril 8: ETM 22 -
Actividad
Carril9: ETM 24 L proteolitica
negativa
Carril 10: ETM 25
Carril 11: ETM 29 -
1 Kb DNA Lader
bp C13 C14C15 C16 C17 C18C19 C20 C21 C22C23 C24 Carril 13: Marcador
Carril 14: ETM8 7
4072 Carril 15: ETM 9 .
3054 B _ Actividad
Carril 16: ETM 13 - proteolitica
2036™ . . positiva
1635 Carril 17: ETM 16
Carril 18: ETM 3
1018 Carril 19: ETM 19
Carril 20: ETM 22
506,517 Actividad
Carril 21: ETM 24 L proteolitica
i
Carril 22: ETM 25 negstive
Carril 23: ETM 29
1 Kb DNA Lader

Figura 14. Reaccidon en Cadena de la Polimerasa con DNA de cepas no ExPEC aisladas de
alimentos positivas y negativas en Zimograma copolimerizado con IgG. a) Prueba de PCR

para la amplificacion de pet. b) Prueba de PCR para la amplificacién de pic.



Para el analisis molecular del gen pet en el grupo de E. coli intestinales se
seleccionaron 20 cepas, entre éstas se incluyeron 3 positivas a las pruebas de
Zimograma con IgG y amplificacion del gen tsh, 2 positivas a Zimograma con IgG
y 10 positivas a la amplificacion del gen tsh. También se incluyeron al azar 5
cepas negativas en ambas pruebas. El tamafio esperado para el amplificado del
gen pet era de 1338 pb, en la figura 15, se muestran 5 resultados positivos para
este gen: cepas ETM 31, ETM 35, ETM 38 (figura 15a, C2, C6 y C9) y ETM42 y
ETMA43, (figura 15b, C15 y C16). Las restantes 15 cepas fueron negativas en la
identificacion del gen pet por PCR.
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Figura 15. Deteccién por PCR del gen pet en cepas no EXPEC aisladas de
muestras intestinales. C1: Marcador, C2: ETM 31, C3: ETM 32, C4: ETM 33, C5:
ETM 34, C6: ETM 35, C7: ETM 36, C8: ETM 37, C9: ETM 38, C10: ETM 39, C11:
ETM 40, C12: ETM 41, C13: Marcador, C14: Control negativo, C15: ETM 42, C16:
ETM 53, C17: ETM 46, C18: ETM 47, C19: ETM 51, C20: ETM 52, C21: ETM 53,
C22: ETM 54, C23: ETM 59, C24: ETM 60.

La busqueda del gen pic, se hizo en 24 cepas intestinales; 5 positivas y 19
negativas en prueba de Zimograma. En este grupo de aislados, tampoco se
encontré el gen que codifica para la proteasa Pic, en la figura 16, se muestra la

ausencia de productos de amplificacion.
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Figura 16. Deteccién por PCR del gen pic en cepas no EXPEC aisladas de
muestras intestinales. C1: Marcador, C2: ETM 31, C3: ETM 32, C4: ETM 33, C5:
ETM 34, C6: ETM 35, C7: ETM 36, C8: 37, C9: ETM 38, C10: ETM 39, C11: ETM
40, C12: Marcador, C13: ETM 42, C14: ETM 43, C15: ETM 44, C16: ETM 45, C17:
ETM 46, C18: ETM 47, C19: ETM 48, C20: ETM 49, C21: ETM 51, C22: ETM 52,
C23: ETM 54.

En las tablas 9 y 10, se resumen los resultados obtenidos para las pruebas de
amplificacion de segmentos de los genes tsh, pic y pet en los dos grupos de
aislados de E. coli. Las casillas sombreadas sefialan que a la cepa se le realiz6 el
estudio segun el color asignado y las cruces indican que la cepa resultd positiva
en el estudio. Las casillas sin sombrear (en colores claros) indican que las cepas

no fueron analizadas.



Tabla 9. Resumen de la actividad proteolitica y detecciéon molecular de tsh, pic y pet en cepas aisladas de alimentos.
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Tabla 10. Resumen de la Actividad proteolitica 'y deteccion molecular de tsh, pic y pet en cepas aisladas de muestras
intestinales.
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9.3. Identificacion de secuencias de nucledtidos de los amplificados tsh y

pet:

Los amplificados positivos del gen pet de las cepas: intestinales; ETM 31, ETM 35,
ETM 38, ETM 42 y ETM 53 y tsh de la cepa ETM 16 de origen alimentario, que
correspondieron a una mayoria de cepas con actividad proteolitica en Zimograma,
fueron analizadas mediante secuenciacion con la finalidad de conocer la identidad
de las secuencias amplificadas. A las secuencias obtenidas se les realiz6 un
analisis de busqueda de identidad por medio de BLAST, blastn y blastx, con
secuencias depositadas en la base de datos del GenBank. La informacién
producida por la plataforma indicé que, la cepa ETM 16 posee 99 % de identidad
con el gen de la hemaglutinina sensible a temperatura “Tsh” de Escherichia coli
(NG_035300.1). Con las secuencias de las cepas intestinales se esperaba obtener
identidad con el gen de la Toxina Autotransportadora “Pet”, sin embargo, las cinco
secuencias analizadas tienen alta identidad (entre 95 y 97%) con el gen de la

Toxina Autotransportadora “Sat”.

Los resultados arrojados por el programa blastn para las secuencias del gen pet
se resumen en la tabla 11. En las figuras 17 y 18, se muestran los alineamientos
realizados para los genes tsh y pet respectivamente. En cada una de las figuras se

observa una alta identidad entre las secuencias analizadas.

Tabla 11. Analisis en blastn del gen pet.

Cepa Descripcion Cobertura Identidad No. Acceso
ETM 31 E. coli 92% 97% JX050263.1
ETM 35 secreted 83% 95% JX050263.1
ETM 38 autotransporter 98% 97% JX050263.1
ETM 42 toxin (sat)  98% 95% JX050263.1
ETM 53 gene 95% 96% JX050263.1




Score Expect Identities Gaps Strand
1945 bits(1053) 0.0 1085/1098(99%) 11/1098(1%) Plus/Minus

Query 13 CCACGATATACCCCATGAGACGGTATCCGGATTTACCTGCCGCTCATCAGTCAGTACCAC 72
FEEEErerr rer e e et e e ee e et r e e e e e e el
Sbjct 5607 CCACGATAT-CCCCATGAGACGGTATCCGGATTTACCTGCCGCTCATCAGTCAGTACCAC 5549

Query 73 GGTCGGCCGGCCACTGGCAATATTAACACTGCTGARCGCCTGCACCTGTCCTTTATTGTC 132

. PEEEEEEEEE e bbb e et b e bbb e bbbl
Sbjct 5548 GGTCGGCCGGCCACTGGCAATATTAACACTGCTGARCGCCTGCACCTGTCCTTTATTGTC 5488

Query 133 CGCCTGCTGGTTCAGTACAACCTTTCCGTCCCCGACCTTCAGGCCACCTTCATTAATACC 192
FEEEEEErr e e e e e e e e et e e e et
Sbjct 5488 CGCCTGCTGGTTCAGTACAACCTTTCCGTCCCCGACCTTCAGGCCACCTTCATTAATACC 5429

Query 193 TGTACCCTGTACCGTCAGCGTACCTTCACCAATTTTATGCAGGTTATCGCCCTTAARCACC 252

. NN N N NN N N N NN NNy
Sbjct 5428 TGTACCCTGTACCGTCAGCGTACCTTCACCAATTTTATGCAGGTTATCGCCCTTAACACC 5369

Query 253 ATTAARCCTGCCAGTTTACGGACACCCCGTTGTCCACARCAATACCGGCACCGGTCCAGGT 312

. FEEEEEerr e e e e e e e e e e e e e et el
Sbjct 5368 ATTAACCTGCCAGTTTACGGACACCCCGTTGTCCACAACAATACCGGCACCGGTCCAGGT 5309

Query 313 ACTTCCGTTAGAGGTTGTTACTGTGTAATTATCACGGARACGTCAGGGARCCCGCCCCCTG 372

FEEEEEEEr e e e e e e e e bbb e e e e et
sbjct 5308 ACTTCCGTTAGAGGTTGTTACTGTGTAATTATCACGGAACGTCAGGGAACCCGCCCCCTG 5249

Query 373 AGAAACCGAATCCTTAAGGTTAATCTGACCATTCTGCCCCTGARATATCAGGTTCTTACC 432

. FEEEEEErr e e b vt e e e e e e e e e el
Sbjct 5248 AGARACCGAATCCTTAAGGTTAATCTGACCATTCTGCCCCTGAAATATCAGGTTCTTACC 5188

Query 433  AGCATTCAGGTCATTTCCCTGCTGCCCGTGCATGGCATATGTGGTGGTTCCCTGTGTCAG 492
PEEEEEEEr e e e e e e b e bbb e e e e e e e e vt

Sbjct 5188 AGCATTCAGGTCATTTCCCTGCTGCCCGTGCATGGCATATGTGGTGGTTCCCTGTGTCAG 5129

Query 613  RACAGCCCAGTTATTTCCCCTGCCCCCCGCGCCATTCCCCGCAGTAAGRACACCGACCAG 672

FECREEETERE e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbject 5008 ARCAGCCCAGTTATTTCCCCTGCCCCCCGCGCCATTCCCCGCAGTAAGAACACCGACCAG 4949

Query 673  CACCCATTTATTCTGAACAGTATCARAAGCAAATAAAGGCGAACCGCTGTCACCGGCCTC 732

) CLELEERETEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e i
Sbjct 4948 CACCCATTTATTCTGAACAGTATCARAAGCAAATAAAGGCGAACCGCTGTCACCGGCCTC 4889

Query 733 GCCATARATGGGCATTGCACCATTARGTTTGTARTCARARACCAGACCTGRAACTGGTGCT 792

RN NN NN NN RN RRRRNRARARARARY
Sbjct 4888 GCCATAAATGGGCATTGCACCATTAAGTTTGTAATCAARAACCAGACCTGAACTGGTGCT 4829

Query 793  RATCATTTCTCCATTCTGATAGGATGACAGGCTACCGACAGTCCCGCCGGTCAGCCAGGA 852

) FEEEERELTEET PR P e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4828 AATCATTTCTCCATTCTGATAGGATGACAGGCTACCGACAGTCCCGCCGGTCAGCCAGGR 4769

Query 853  ATATGCACCTCCCATTTTTGTCAGCTGTCCGTTACTGTCCTTAATATACTGAGTACCAGA 912

CEERERETEEEr e eer e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjet 4768 ATATGCACCTCCCATTTGTGTCAGCTGTCCGTTACTGTCCTTAATATACTGAGTACCAGA 4709

Query 913 CCCCAGACGATaaaaaaaCRGGATAGCGCTCCTTATCCAGATATGCGCCAGCCACTGCCC 972

FECREEETEErer e teer e e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjct 4708 CCCCAGACGATARAAAR-CAGGATAGCGCTCCTTATCCAGATATGCGCCAGCCACTGCCC 4650

Query 973 CCTGCGCCGTCACCGCAGTAGGGGCAACCTCTGTCACCAGTTTACCCAGC-GGGGGGCAT 1031

) CEVEEEETTEEEET et e e e e e e e e e e e e teerirrr
Sbjct 4643 CCTGCGCCGTCACCGCAGTAGGGGCAACCTCTGTCACCAGTTTATCCAGCCGGGGGGCAT 4590

Query 1032 GAAA-T-CAGTGACGGCGCATTATTC--GTCCACGATATTGTA-C-GTTTTCACCATCAC 1085

FEEE D TP e e e Cee e e e e e e o re ey
Sbjct 4589 GARAATCCAGTGACGGCGCATTATTCCGGTCCACGATATTGTAACGGTTTTCACCATCAC 4530

Query 1086 CAA-GCTA-CGTTTGTAT 1101

FEE TR FEEETELT
Sbjct 4523 CARAGCTARCGTTTGTAT 4512

Figura 17. Alineamiento del gen tsh para la busqueda de identidad por
medio de BLAST.
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-TGCATAC-TATTTIT-CAGCCGGAGCACAGTACAGCTAACATTACACTIT
TAGCATACGTATTTT-CAGCCGGA-CACAATACA-CTAACTACACACTIT
AGGCATGCGTATTTT-CAGCCGGA---CACAATAACTAACT-CACACTTIT
TAGCATAG-TATTTT-CAGCCCGG-ACAACAATAACTAACT--CRACTIT
ARATARAGGTATTITTICCAGCCCGG-AGCAACAGACGTAACA-ATCACTIT
-TGCATACGIATTIT-CAGCCGGA----CACATAACTAACA-TACACACT

. X2, drdkdehdedk dhkhdh ¥ . * % ddhdkd o JHRde *

ARAAAACGGAGATARATTCTCTTTCCATAATCTCTCAATTCCGGATTTIT
ARAAAACGGAGATARATTCTCTTTICCATAATCTCTCAATTCCGGATTTITIT
ARAAAACGGAGATAAATTCTCTTITCCATAATCTCTCAATTCCGGATTTIT
ARAAAACGGAGATAARTTCTCTTITCCATAATCTCTCAATTCCGGATTTIT
ARRAAACGGAGATARATTCTICTTITCCATARTCTCTCARTTCCGGATTTIIT
TTARRRCGGAGATAARTTCICTTICCATAATCTICTCAATTICCGGATTITIT

trkkR kb hkhdk ko hhhkkk kbt ko ko d

CTGGTIGCAGCAGCGAGTGGCGCAGCTACCGCAATAGGAGGTICTITATAGT
CIGGTGCAGCAGCGAGTGGCGCAGCTACCGCAATAGGAGGTICTITATAGT
CTGGTIGCAGCAGCGAGTGGCGCAGCTACCGCAATAGGAGGTICTTATAGT
CTGGTGCAGCAGCGAGTGGCGCAGCTACCGCAATAGGAGGTICTTATAGT
CTGGTGCAGCAGCGAGTGGCGCAGCTACCGCAATAGGAGGTICTTATAGT
CTGGTGCAGCAGCGAGTGGCGCACCTACCGCAATAGGAGGTICTITATAGT

e e e e e e o e g g e e e e e e e e e e e e e e e e e g e e g o e o o o ok e e o e e ke ke

GITACTGTTGCACATAACAAARRGAACCCTCAGGCCGCAGAARCTCAGGT
GITACTGTTGCACATAACARARAGAACCCTCAGGCCGCAGRAACTCAGGT
GITACTGTTGCACATARCRARAAGARCCCTCAGGCCGCAGARACTCAGGET
GITACTGTTGCACATAACAAARAGAACCCTCAGGCCGCAGARACTCAGGT
GITACTGTTGCACATAACARARAGAACCCTCAGGCCGCAGARACTCAGGT
GITACTGTTGCACATAACARARAGAACCCTCAGGCCGCAGARACTCAGGT

EE R 2 2 2 22 2 2 2 R R e e R R R R

TTACGCTCAGTCTTICTTACAAGCTTGTTGACAGAAGAAATTCCAATGATT
TTACGCTCAGTICTITCTTACAAGGTTGTTGACAGAAGARATTCCAATGATIT
TTACGCTCAGICTICTTACAAGGTTGTTGACAGAAGARATTCCAATGATT
TTACGCTCAGICTITICTTACRAGGTTGTTGACAGAAGARATTCCAATGATT
TTACGCTCAGTCTITICTTACAGGGTTGTTGACAGAAGARATTCCAATGATT
TTACGCTCAGTICTTICTTACAAGGTTGTTGACAGAAGARATTICCAATGATIT

dhkdhrdkrhk kb hhhhhkkh hkkkk bbb dhh ki hhhdhk ke

TTGAGATTCAGAGGTTARATAAATTTGTITGTGGAAACAGTAGGTGCCACC
TTGAGATTCAGAGGTTARATARATTTGTITGTGGARACAGTAGGTGCCACC
TTGAGATTCAGAGGTTARATAAATTTGTITGTGGARACAGTAGGTGCCACC
TTGAGATTCAGAGGTTARATARATTTGTTGTGGARACAGTAGGTGCCACC
TTGAGATTCAGAGGTTARATARATTTGTTGTGGARACAGTAGGTGCCACC
TTGAGATTCAGAGGTTARATARATTTGITGTGGARACAGTAGGTGCCACC

REREREF R T T A h Rk kR T bk h

CCGGCAGAGACCAACCCTACAACATATTCTGATGCATTAGARCGCTACGG
CCGGCAGAGACCAACCCTACAACATATTICTGATGCATTAGARCGCTACGGE
CCGGCAGAGACCAACCCTACAACATATTCTGATGCATTAGARCGCTACGE
CCGGCAGAGACCAACCCTACAACATATTICTGATGCATTAGARCGCTACGE
CCGGCAGAGACCAACCCTACAACATATTICTGATGCATTAGARCGCTACGGE
CCGGCAGAGACCARCCCTACAACATATTCTGATGCATTAGARCGCTACGGE
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TATAGTCACTTCTGACGGTTCAARARAMATCATAGGTITICGTIGCTGGECT
TATAGTCACTTCTGACGGTTCAAAAAAMATCATAGGTTITICGTIGCTIGGECT
TATAGTCACTTICTIGACGGTTICARAAAAMATCATAGGTTITTICGIGCTGGCT
TATAGTCACTTICIGACGGTTCAAAARAMATCATAGGTITICGTIGCTGGECT
TATAGTCACTTCTGACGGTTCARAAAMAATCATAGGTITTITICGIGCTIGECT
TATAGTCACTTCTGACGGTTCARAAAAAMATCATAGGTTITICGIGCIGGECT
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Figura 18. Alineamiento multiple del gen pet para la busqueda de identidad

por medio de CLUSTALW.
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CTGGAGGAACATCATTTATTAATGGTGAATCCAARATCTCAACRAARTTCA
CTGGAGGAACATCATTTATTARTGGTGAATCCAAAATCTCARCRARTTCA
CTGGAGGRAACATCATTTATTAATGGTGAATCCAAAATCTCAACARATTCA
CTGGAGGAACATCATTTATTAATGGTGAATCCAARATCTCARCAAATTCA
CTGGAGGAACATCATTTATTAATGGTGAATCCAAAATCTCARCRAARTTICA
CTGGAGGAACATCATTTATTARTGGTGAATCCAARATCTCAACRARTTCA
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GCATATAGCCATGATCTGTTARGTGCTAGICTATITGAGGTCACCCAATG
GCATATAGCCATGATCTGTTAAGTGCTAGICTATTTGAGGTCACCCARTG
GCATATAGCCATGATCTGTTAAGTGCTAGTICTATTTGAGGTCACCCARIG
GCATATAGCCATGATCTGTTAAGTGCTAGICTATITGAGGTCACCCARTG
GCATATAGCCATGATCTGTTAAGTGCTAGTCTATTTGAGGTCACCCARTG
GCATATAGCCATGATCTGTTAAGTGCTAGTICTATTTGAGGTCACCCARTG
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GGACTCATACGGCATGATGATTTATAARAATGATAARACATTITCGTARTIC
GGACTCATACGGCATGATGATTTATAARAATGATAARACATTITCGTARTC
GGACTCATACGGCATGATGATTTATAARAATGATAARACATTITCGTARTC
GGACTCATACGGCATGATGATTTATAARAATGATAARACATTTCGTARTC
GGACTCATACGGCATGATGATTTATAARAATGATAARACATTITCGTARTC
GGACTCATACGGCATGATGATTTATAARAATGATAARACATTTCGTARIC
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TTGAAATATTCGGAGACAGCGGCTCTGGAGCATACTTATATGATARCRAA
TTGAAATATTCGGAGACAGCGGCTCTIGGAGCATACTTATATGATARCRAA
TTGAAATATTCGGAGACAGCGGCTCIGGAGCATACTTATATGATARCRAR
TTGARATATTCGGAGACAGCGGCTCTGGAGCATACTTATATGATAACARA
TTGAAATATTCGGAGACAGCGGCTICTGGAGCATACTTATATGATARCARA
TTGAAATATTCGGAGACAGCGGCTCTGGAGCATACTTATATGATAACRAR
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CTAGARARATGGGTATTAGTCGGAACAACCCATGGTATTIGCCAGCGTTAA
CTAGARARATGGGTATTAGTCGGAACAACCCATGGTATIGCCAGCGTTAA
CTAGARARATGGGTATTAGTCGGAACARCCCATGGTATIGCCAGCGTTAA
CTAGAARMATGGGTATTAGTCGGAACAACCCATGGTATTGCCAGCGTTAA
CTAGARAAATGGGTATTAGTCGGAACAACCCATGGTATIGCCAGCGTTAA
CTAGARARATGGGTATTAGTCGGAACAACCCATGGTATIGCCAGCGTTAA
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TGGTGACCAACTGACATGGATAACARAATACAATGATARACTGGTTAGTA
TGGTGACCAACTGACATGGATAACAAAATACAATGATARACTGGTITAGIC
TGGTGACCAACTGACATGGATAACARAATACAATGATARACTGGTTAGIC
TGGTGACCAACTGACATGGATAACARAATACAATGATARACTGGTITAGTIG
TGGTGACCAACTGACATGGATARCARAATACAATGATARACTGGTTAGIC
TGGTGACCAACTGACATGGATARCARARTACAATGATARACTGGTTAGIC
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AGTTAARAGATACCTATAGCCATARAATAMATCTGAATGGCAATARTGTIA
AGTTAARAGATACCTATAGTCATARAATARATCTGAATGGCAATARTGTA
AGTTAARAGATACCTATAGTCATARAATARATCTGAATGGCAATAATGTA
AGTTAARAGATACCTATAGTCATARAATAAATCTGAATGGCRATARTGTA
AGTTAARAGATACCTATAGCCATARAARTARATCTGAATGGCAATARTGTIA
AGTTAARAGATACCTATAGTCATARARTARATCTGAATGGCAATAATGTA
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Continuacion de la Figura 18. Alineamiento multiple del gen pet para la
busqueda de identidad por medio de CLUSTALW.
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ACCATTAARAACACAGATATAACATTACACCAAAACAATGCAGATACCAC 797
ACCATAAAAAACACAGATATAACATTACACCAAAACAATGCAGATACCAC 798
ACCATAAARAACACAGATATAACATTACACCARAACAATGCAGATACCAC 796
ACCATAAAAAACACAGATATAACATTACACCAAAACAATGCAGATACCAC 807
ACCATTAAAAACACAGATATARCATTACATCAAAACAATGCAGATACCAC 998
ACCATAARAAACACAGATATAACATTACACCAAAACAATGCAGATACCAC 793
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TGGTACTCAAGAAAARATARCTAAAGACAAAGATATTGTGTTCACARATG 847
TGGTACTCAAGAAAARATARCTAAAGACAAAGATATTGTGTTCACAARTG 848
TGGTACTCAAGAAAARATARCTARAGACAAAGATATTGTGTTCACARRTG 846
TGGTACTCAAGARAARATARCTARAGACAAAGATATTGTGTTCACAARTG 857
TGGTACTCAAGAAAARATARCTAARGACAAAGATATTGTGTTCACARATG 1048
TGGTACTCAAGARAAARTARCTARAGACARAGATATTIGTGTTCACARATG 843
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G-GGGARATGTCCIGTTTARGGATAATTTGGATTTIGGTAGCGGTIGGTAT 896
G-GGGAAATGTCCTGTTTAAGGATAATTTGGATTTTIGGTAGCGGTGGTAT 897
G-GGGARATGTCCIGTTTARGGATARTTTGGATTTIGGTAGCGGTGGTAT 895
G-GGGARATGTCCTIGTTTARGGATAATTTGGATTTTIGGTAGCGGIGGTAT 906
G-GGGAAATGTCCIGTTTARGGATAATTTGGATTTIGGTAGCGGIGGTAT 1097
GTGGGARATGTCCTIGTTTARGGATAATTTGGATTTIGGTATCGGTGGCAT 893
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TATCTTTGACGAAG-CCATGARTATAACATAAACGGTCAGGG-ATTTACA 944
TATCTTTGACGAAGGCCATGAATATAACATARACGGTCAGGG-ATTTACA 946
TATCTTTGACGAAGGCCATGAATATARCAT-AACGGTCAGGG-ATTTACA 943
TATCTTTGACGAAGGCCATGAATATAACATAAACGGTCAGGG-ATITACA 955
TATCTTTGACGAAGGCCATGAATATAACATARACGGTCAGGG-ATTTACA 1146
TATCTTTGACGCATGCCATGTATATARCATACACGGTCAGGGCATTTACC 943

Thdkrkdkkhd K ko kddkdkdRdd  hddkkkhkhohd dkhkdkdk

TTTAAAGGAGCAGGARTTGATATCGGAAAAGARAGCATTG-TARCTGGAA 993
TTTARAGGAGCAGGAATTGATATCGGAARAGAAAGCATTIGTARACTGGAA 996
TTTARAGGAGCAGGARTTGATATCGGAAAG--AAGCATTG-TARCTGGRA 990
TTTARAGGAGCAGGAATTGATATCGGAAAAGARAGCATTGTARACTGGAA 1005
TTTAAAGGAGCAGGARTTGATATCGGAARAGARAGCATTGTAAACTGGRA 1196
TTTTAAGGATCAGGATTTGATATAG-AAGAGAAAGCTTGC--AACTGGAA 990
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TGCATTGTATTCCAGTGATGATGTTTTACACAAAATAGGCCCCGGTACTC 1043
TGCATTGTATTCCAGTGATGATGTTTTACACAAAATAGG-CCCGGTACTC 1045
TGCATTGTATTCCAGIGATGATG-TTTACACAAAATAGG-CCCGGTACTC 1038
TGCATTGTATT-CAGIGATGATGTTTTACACAAAATAGC-CCCGGTACTIC 1053
TGCATTGTATTCCAGTGATGATGTTTTACACAAAATAGGCCCCGGTACTC 1246
TGCGTTGTATCTCAGTGATGATGTATATCTTAATACGGCCCCGGGCACTC 1040

*hkk ki Fekedkokdkhekedkk ok sk Fkok Kk ok Wk hddkd

TG-ATGTTCAAARAAR-CAGGGG-CARAT-ATAAGATAG-TGAGARATG- 1087
TG-ATGTTCAAAAAAR-CAGGGG-CARATAATAAGATAG-TGAGAARTG- 1090
TG-ATGTTCAAARAARACAGGGG-CARATTATAAGATAGGTGAGARRTGT 1086
TGAATGITCAAARRAR-CAGGGG-CARAT-ATAAGAANG-TGACGAATG- 1098
TGAATGTTCAAAAAARACAGGGGGCARATATAAAGATAGGTGAAGGARAT 1296
CTAAATGICTAAATARTCTGAGCACAATCCAAGATARAA-TGARAGARAT 1089
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Continuacion de la Figura 18. Alineamiento multiple del gen pet para la
busqueda de identidad por medio de CLUSTAL.



9.4. Zimograma y electroforesis en SDS- PAGE para analisis de proteinas en
ExXPEC 137-SN y cepas no EXPEC:

Tomando en cuenta los antecedentes del equipo de trabajo en el laboratorio de
Microbiologia Molecular y Celular y los resultados obtenidos en el presente
trabajo, se realizd un escrutinio de las cepas no EXPEC con base en su actividad
proteolitica, seleccionando cuatro de ellas: ETM 8 (actividad en 25 kDa), ETM 9
(25-37 kDa), ETM 20 (sin actividad) y ETM 35 (100 kDa). Las cepas no EXPEC
junto con la cepa EXPEC 137-SN (160 kDa) se analizaron por electroforesis en
SDS - PAGE y de manera simultanea por medio de un Zimograma-IgG, con el
objetivo de comparar las zonas de actividad proteolitica con la presencia de
bandas en gel SDS-PAGE. En la figura 19, la cepa 137-SN, obtenida de
hemocultivo, muestra en Zimograma-lgG una zona de digestién enzimatica fuerte
en forma de zona clara aproximadamente en los 160 kDa, mientras que en el
SDS-PAGE se observan diversas bandas de pesos moleculares variados, siendo
las de mayor intensidad las de 75 y 160 kDa. La cepa ETM 8, de origen
alimentario, muestra en Zimograma una banda clara e intensa alrededor de los 25
kDa, por su parte en el perfil electroforético se observan bandas de 30, 40, 50, 100
y 160 kDa, siendo esta ultima la de mayor intensidad. La cepa ETM 9, de origen
alimentario, muestra en Zimograma una banda tenue alrededor de los 30 kDa, y
en el gel SDS-PAGE unicamente se aprecian 5 bandas de pesos moleculares de
20, 40, 50, 100 y 160 kDa.
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Figura 19. Actividad proteolitica y contenido peptidico de las cepas 137-SN,
ETM 8 y ETM 9. SDS-PAGE 10% y Zimograma. SDS-PAGE al 10 %, co-
polimerizado con IgG al 0.02%. C1y C2, cepa 137, obtenida de hemocultivo, C3 y
C4, cepa ETM 8, de origen alimentario, C5 y C6, cepa ETM 9, de origen
alimentario.

En la figura 20, la cepa ETM 20 de origen alimentario, en Zimograma no presenta
zona de actividad proteolitica, pero si una intensa banda de proteina azul en el
Zimograma alrededor de los 100 kDa, adicionalmente en el perfil electroforético
(SDS-PAGE) se observan varias bandas, siendo las mas intensas las de 25, 45,
60, 75, 140, 160 kDa. Por dultimo, la cepa ETM 35, aislada de una muestra
intestinal, presenta en Zimograma una banda intensa en forma de banda de 140
kDa, mientras que su perfil de proteinas, presenta bandas de diversos pesos
moleculares, donde las més intensas se observan alrededor de los 40, 50, 60,70,
100 y 200 kDa.



Cepa ETM 20 Cepa ETM 35

250 250 —

150
100
75

50

37

20

15

C1 c2 C5 C6

Figura 20. Actividad proteolitica y contenido peptidico de las cepas ETM 20 y
ETM 35. SDS-PAGE 10% y Zimograma. SDS-PAGE al 10 %, co-polimerizado
con IgG al 0.02%. C1y C2, cepa ETM 20, de origen alimentario, C3 y C4, cepa
ETM 35, obtenida de muestra intestinal.

Como se puede apreciar en las figuras 19 y 20, cada cepa seleccionada presenta
un patron de bandas y este no es producto de alguna digestion enzimatica
exdgena particular. Por consiguiente, se eligié a la cepa 137-SN para continuar
con el andlisis de las proteinas de sobrenadante, por presentar una actividad
proteolitica intensa, de peso molecular alto y ser de origen EXPEC.



9.5. Analisis del complejo de la proteasa S6 like de E. coli mediante

Espectrometria de Masas (EM):

Las proteinas del sobrenadante de la cepa 137-SN fueron concentradas a partir de
un cultivo (200 mL) de 36 horas en medio liquido LB, a 37°C con agitacion
constante. La cepa concentrada se analizé por electroforesis en SDS-PAGE,
colocandose 10 pL de muestra en cada uno de los carriles del gel, el cual fue
teflido con azul de Coomassie R-250. En la figura 21, se aprecia el patrén de
bandas de la cepa 137- SN en cada uno de los carriles. Se seleccionaron 7
bandas representativas que pudieran ser producto de la degradacién de la
proteasa de alto peso molecular o el potencial inhibidor sugerido por Néjera-
Hernandez, 2012. Las bandas se cortaron longitudinalmente y se conservaron en
acido acético al 10% hasta ser analizadas por Espectrometria de masas en un
MALDI TOF/TOF 4800.

 c1 C2 €3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10

150
100
75

37

25
20

15

Figura 21. Gel preparativo SDS-PAGE 10% para la separacién y estudio
molecular de péptidos de E. coli 137-SN. Carril 1, Marcador, Carril 3 a 7,
proteinas secretadas al sobrenadante (proteasa) de E. coli cepa 137- SN. Con
flechas en color rojo se sefialan las bandas que fueron seleccionadas para ser
analizadas.



Con los espectros MS/MS obtenidos (ver apéndice) se realizd una busqueda con
el algoritmo de busqueda Paragon del software ProteinPilot, con un porcentaje de
confianza del 66 %. Utilizando las sefales peptidicas obtenidas de la
espectrometria de masas se realizdé una busqueda de identidad con las proteasas
codificadas en el genoma secuenciado de la cepa 137-SN con el programa RAST.
Con los numeros de acceso y secuencias recuperadas se realizo el andlisis de la
informacion utilizando la base de datos del NCBI. Las secuencias de proteasas
obtenidas por busquedas al comparar BLAST con los resultados de
Espectrometria de masas, dieron resultados de proteinas que pertenecen a las

familias o grupos de proteinas que se enlistan en la tabla 12.

Familia % de ldentidad No. Acceso
Aminopeptidasa N (Escherichia coli) 100 WP-000193811.1
D-Alanil —D-Alanina
Carboxipeptidasa (Escherichia coli) 100 WP-000830161.1
Dipeptidil-carboxipeptidasa Il
_—_ . 100 WP_001469151.1
(Escherichia coli) -

Proteina HtpX (Enterobacterias) 100 WP_000964517.1
Represor LexA (Escherichia coli) 99 Wh_D0Lasrrzr
Inhibidor YbbK 99 WP_000904487.1

Tabla 12. Analisis de identidad de la secuencia proteica obtenida por
Espectrometria de masas utilizando BLASTP.



10. DISCUSION

E. coli es una de las especies bacterianas méas conocidas y uno de los organismos
mas frecuentemente aislados de muestras clinicas. A pesar de esto, existe una
infravaloracion por parte de profesionales médicos con respecto a E. coli como
patégeno extraintestinal y el papel de sus proteasas extracelulares como factores
de virulencia ha sido considerado poco relevante, respecto a otros factores de
virulencia tales como las toxinas (Russo & Johnson, 2003). Para hallar evidencia
de una posible participacion de una proteasa del tipo S6 como factor de virulencia
en cepas del tipo EXPEC, se comparo la actividad proteolitica entre cepas EXPEC
y no EXPEC. Los resultados de este trabajo indican que las cepas EXPEC poseen
una actividad proteolitica diferente que se distingue de las no EXPEC vy la
caracterizacion por espectrometria de proteinas producidas por la cepa 137-SN
mostré la biosintesis de proteasas e inhibidores que sugieren un proceso complejo
de regulacibn metabdlico del comportamiento proteolitico en E. coli, lo cual es

analizado y expuesto a continuacion.

10.1. Estudios de degradacion del sustrato IgG en cepas no ExPEC:

Para conocer el comportamiento proteolitico de cepas del tipo no EXPEC y
compararlo con el grupo de EXPEC que produce proteasas de alto peso molecular
(160 kDa aproximadamente) en la prueba de zimogramas de poliacrilamida,
representado por la proteasa de la cepa 137-SN como modelo de estudio (Najera
Hernandez, et al. 2012; Escobar Mucifio, 2014). Se investigé la posibilidad de
encontrar proteasas similares en comportamiento para degradar IgG y tamafio a la
proteasa 137-SN en 60 aislados no EXPEC. Las 60 cepas no EXPEC
correspondieron a dos grupos, el primero de 30 provenientes de alimentos crudos,
destacando con el 43% las E.coli aisladas de cebolla y con un 28.5% para cada
uno de los aislados de cilantro y espinacas y el segundo de 30 provenientes de
muestras intestinales de pacientes ambulatorios, no hospitalizados y sin distincion
de sexo (Tabla 9y 10).



De los aislados obtenidos, 9 de ellos (15%) fueron positivos a la actividad
proteolitica, de los cuales el 7% (4) pertenecen a las cepas de origen alimentario,
y el resto 8% (5) a las aisladas de origen intestinal.

Las zonas de digestion enzimética presentaron variacibn en ambos grupos,
predominando las bandas definidas y de pesos moleculares bajos (30 — 60 kDa)
en las cepas aisladas a partir de alimentos crudos, mientras en el grupo de los
aislados intestinales, predominaron los halos tenues aunque de pesos moleculares
altos (100 — 150 kDa), con excepcion de la cepa ETM 35, que presenté un halo
intenso y de peso molecular alto (150 kDa), similar al de la cepa 137-SN modelo
de estudio. El predominio de pesos moleculares altos en las cepas de origen
intestinal, quizd pueda explicarse porque las cepas EXPEC a menudo se
encuentran en la flora intestinal de individuos sanos, pero soOlo causan la
enfermedad cuando entran en un sitio extraintestinal estéril (tracto urinario,
cavidad peritoneal o pulmones) (Tenaillon et al. 2010). En cuanto a las proteasas
de mediano peso molecular que se observaron, el Gnico reporte que auxilia para la
comprension de este tipo de proteasa se refiere a Pseudomonas aeruginosa, que
tiene la capacidad para producir una metaloproteasa conocida como M4 con un
peso molecular de 54 kDa (Andrejko et al. 2013), lo cual coincide Unicamente para
los aislados ETM 13 y ETM 16 que presentaron una banda de actividad
proteolitica en aproximadamente 60 kDa. En el caso de la cepa ETM 16, puede
observarse una banda intensa alrededor de los 60 kDa, pero se observa una mas
alrededor de los 70 kDa (Figura 7), lo cual se puede adjudicar a que esta cepa
posea dos proteasas de diferente peso molecular que digieren IgG o que se trate
de una proteasa que se puede encontrar de forma multimérica (alto peso
molecular) y de forma monomérica (bajo peso molecular) y como ultima
explicacion que la enzima se esta degradando asi misma. Debido a que no se
tienen reportes de la formacion de multimeros por parte de la metaloproteasa M4,
se descarta que la muestra ETM 16 y por lo tanto el resto de las enzimas

pertenezca a la misma familia de proteasas.



10.2. Deteccion por PCR del gen tsh en cepas no EXPEC:

Para poder obtener una posible correlacion entre la presencia de los genes pic,
pet y tsh y la capacidad de producir proteasas en las bacterias no EXPEC, se
investigd molecularmente la presencia de estos genes. En las 60 cepas
analizadas, se encontro la presencia del gen tsh en un 28% (17), del cual el 7% (4)
corresponden a cepas aisladas de origen alimentario, y el 21% (13) a las aisladas
de origen intestinal (Tablas 9 y 10). La identidad de estos amplicones fue
determinada mediante secuenciacion de los productos amplificados. Se sabe que
la fuente principal de tsh es el patogrupo APEC 078:K80 cepa chi7122 de EXPEC,
del cual es aislado en muy alta frecuencia (Dautin, 2010). Sin embargo en estudios
de Johnson et al. 2003, lograron aislar 150 (88.8%) E. coli de productos
alimenticios, de las cuales 23 cepas fueron identificadas como EXPEC por medio
de marcadores de virulencia, sugiriendo que estos representan una nueva clase
de agentes patdgenos transmitidos por alimentos. Por otro lado se tiene que la
presencia del gen tsh es identificable por PCR en cepas provenientes de cultivo
fecal y en menor proporcion en pacientes con pielonefritis, poniendo de manifiesto
su asociacion a enfermedades del tracto urinario por encontrarse en el patogrupo
UPEC de ExXPEC (Heimer et al. 2003), sin embargo su identificacion no resulta
sencilla debido a su baja frecuencia. De manera que, podemos sugerir, que las
cepas que poseen tsh en su genoma podrian pertenecer a la clase EXPEC o bien,
gue en las cepas de E. coli intestinal esté ocurriendo una transferencia horizontal

de genes con cepas del tipo EXPEC.

10.3. Deteccion por PCR del gen pet en cepas no EXPEC:

Para la deteccion molecular de pet, de un total de 30 cepas que fueron estudiadas
por PCR, s6lo en 5 cepas aisladas de intestino se observé la amplificacion del
gen, que corresponde a un 17% de la poblacién. Los productos amplificados pet
fueron secuenciados para corroborar su identidad. Sin embargo, los resultados del
estudio BLAST produjeron porcentajes altos de identidad con sat, un gen que

codifica un autotransportador de tipo V, con actividad de serina proteasa,



perteneciente a la subfamilia SPATE. Este resultado posiblemente sea adjudicado
al disefio de primers, ya que cuando se realizo su sintesis en el GenBank no se
contaba con un numero amplio de secuencias de pet: Esto no representa mayor
problema por tratarse de una proteasa de la misma familia S6 a la que pertenecen
pic y pet. Se sabe que esta familia de autotransportadores del tipo serina proteasa
son producidos por E. coli enteroagregativa (EAEC), de esta manera infecta el
intestino humano y produce diarrea. Biran et al. 2011, reporto que EXPEC es
capaz de sobrevivir en ambientes intraintestinales, donde puede tener contacto
con cepas INPEC y obtener genes de virulencia por transferencia horizontal de
genes. Sin embargo, esta informacidbn no esta reportada en cepas E. coli
comensales, por lo tanto podemos sugerir, que las cepas que poseen sat en su
genoma podrian pertenecer a la clase EXPEC o bien, que en las cepas de E.coli
comensales esta ocurriendo una transferencia horizontal de genes con cepas del
tipo INPEC. Para llevar a cabo una mejor discriminacién de cepas de E. coli hace
falta un estudio complementario, pues EXPEC se puede diferenciar de otras cepas
mediante analisis multilocus, con esta estrategia a la fecha se conocen 5 grupos
filogenéticos (A, B1, B2, D y E), de los cuales el grupo B2 y D son los que
contienen a EXPEC (Tenaillon et al. 2010).

10.4. Deteccidn por PCR del gen pic en cepas no EXPEC:

La evaluacién del gen pic se realizé en un total de 34 cepas, ninguna produjo un
producto de amplificacion. Este resultado se justifica con lo reportado en la
literatura hasta el dia de hoy; Pic es un autotransportador que se encuentra con
altas frecuencias en cepas de E. coli INPEC, relacionadas con la colonizacién
intestinal, el gen pic como tal se encuentra en el cromosoma de EAEC (042) y
Shigella flexneri 2457T (Dautin, 2010). Aungue el gen no haya sido identificado en
cepas no EXPEC y no existan reportes de su identificacion en este grupo de
cepas, cabe mencionar lo recientemente demostrado por algunos autores, como
en el caso de Abreu en el 2013, quien identificO a pic en otros patogrupos de

INPEC, logrando aislar cepas ECEP provenientes de nifios que han padecido



alguna infeccion intestinal. También se ha reportado una variante del gen conocido
como picU, el cual se encuentra asociado al filogrupo B2, al que pertenece el
patogrupo de EXPEC (Zude et al. 2013). Lo anterior ayuda a la comprension del
porque el gen pic no se logré amplificar en el presente estudio, aunque no se

puede descartar que se encuentre en una cepa del tipo EXPEC.

Correlacionando la presencia de proteasas que mostraron degradacion en
Zimograma con sustrato IgG con la identificacion de genes, se puede observar
que la actividad proteolitica no se correlaciona con la presencia de alguno de los
genes propuestos como potenciales candidatos. De esta manera, los resultados
de este trabajo muestran evidencia que sugiere que EXPEC podria contener un
factor de virulencia aun no descrito, una proteasa (160 kDa) degradadora de HSA,

IgG e IgA, diferente a los autotransportadores Pic, Pet y Tsh (> 100 kDa).

10.5. Anélisis del complejo de proteinas S6 like de E. coli mediante
Espectrometria de Masas (EM):

En un estudio previo se obtuvo poca informacién al hacer un estudio de
espectrometria de masas de los péptidos residuales de las zonas claras de los
geles de Zimograma con sustrato proteico, debido a la alta concentracion de
péptidos de la proteina sustrato, y posiblemente también el enmascaramiento de
la proteasa degradadora al ser poco abundante. Por lo tanto una estrategia
alternativa para conocer a la proteasa S6-like de E. coli consistia en buscar los
productos de degradacion de la proteasa que fueran inactivos y que se
acumularan como bandas discretas en un gel SDS-PAGE. Los resultados
obtenidos por espectrometria de masas de las bandas recuperadas de un gel
desnaturalizante de proteinas concentradas de sobrenadante del tiempo de
maxima acumulacion de la proteasa (N4jera Hernandez, 2012; Escobar Mucifio,
2014), proporcionaron informaciéon que indica que las proteinas analizadas

pertenecen a grupos de peptidasas, la mayoria de ellas proteinas de membrana.



Haciendo una revision de la literatura se encontré que, las bacterias Gram
negativas secretan proteinas al sobrenadante pero también tienen la capacidad de
producir vesiculas de membrana externa (OMVSs), que sirven como vehiculo de
transporte y trafico en la célula huésped. Las OMVs liberadas por las bacterias
Gram negativas consisten en lipidos, proteinas, lipopolisacaridos, enzimas que
incluyen proteasas, peptidasas, nucleasas y B-lactamasas, entre otras moléculas.
(Zushang, LI et al. 1998) (Nicole y Meta, 2004). Un ejemplo relevante, es el
reportado por Embaye y colaboradores (1992), quienes examinaron los efectos de
E. coli enteropatdégena en proteinas de membrana durante el cultivo de 6rganos de
conejos, donde el 50% de los enterocitos mostraban alteracion del borde de cepillo
cuando E.coli se encontraba estrechamente adherida a su superficie y al parecer
el transporte lo hacia en forma de vesiculas, reportando que enzimas de
membrana como; fosfatasa alcalina, aminopeptidasa —N y alfa-glucosidasa eran
liberadas al medio de cultivo, lo cual fue confirmado mediante centrifugacion en
gradiente de densidad de sacarosa del medio de cultivo. Estos hallazgos sugieren
que E. coli acelera la liberacion de enzimas de membrana microvillar como
vesiculas, como resultado de una pérdida de actividad de las enzimas de la
membrana microvillar. Este sistema ha sido comparado con la produccién de
exosomas producidos por eucariotas, aunque se sabe que utiliza un sistema de
secrecion diferente, alin se encuentra en debate el mecanismo exacto de como
este proceso se lleva a cabo, y si es el resultado de un fendmeno natural se
realiza en todas las bacterias o si la presencia de estrés aumenta la produccién de
OMV (Heramb y Medicharla, 2014). Por otro lado también se observé que en una
solucion que contenia inmunoglobulinas, la degradacion de proteinas era bastante
escasa, mas no asi cuando de sometian las proteinas a electroforesis
desnaturalizantes. Situacion que sugeria la presencia de un posible inhibidor en
solucion con la proteasa y que era separado de la proteasa por electroforesis, o
que sugeria que también se podria conocer la clase de inhibidor de E. coli que
disminuye a la actividad de la proteasa de 160 kDa. La estrategia de estudio con
espectrometria de masas puso de manifiesto un inhibidor proteico codificado por el

genoma de E. coli 137-SN.



11. CONCLUSIONES

En la coleccion de cepas no EXPEC se encontré que soélo un 15% produjo
proteasa al degradar el sustrato 1gG, predominando proteasas de mediano

y bajo peso molecular.

Las actividades proteoliticas tipo S6 en cepas no EXPEC, semejantes a

proteasas con pesos moleculares aproximados a 160 kDa, fue de 6%.

La identificacion molecular del gen tsh resulté con una frecuencia de 28%

en cepas no ExPEC.

La capacidad para producir proteasas degradadoras de IgG es un
fenémeno independiente de la presencia de pic, pet y tsh en el genoma de
las cepas no ExXPEC. De esta manera, las enzimas detectadas podrian

pertenecer a una familia de proteasas aun no estudiadas.

El complejo de proteina—DNA 137-SN, posee proteasas de membrana que
podrian ser las responsables de su actividad proteolitica cuando son
liberadas al medio a través de vesiculas de membrana externa (OMVSs).

Existe un inhibidor proteico que se puede resolver en geles de SDS-PAGE,
haciendo compleja la determinacion de actividad proteolitica en proteinas

secretadas al medio.

12. PERSPECTIVAS

Estudiar las cepas que generaron actividad proteolitica con el sustrato I1gG,

y tratar de caracterizar nuevas proteasas.

Investigar las proteasas de membrana del complejo 137-SN y su posible

participacion en la actividad proteolitica de la misma.
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14. APENDICES

Actividad con los sustratos
IgA, HSA, IgG
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Figura 22. Asignacién de proteasa 137-SN a la familia S6 (Najera-Hernandez, 2012).
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Pel precursor [Escherichia coli 042]

| . - -
sl ey

Query Seq.

Specific hits -
Superfanilies Ex
Hulti=donainz

Modelo pet (E coli 042)
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TR, TTESSSR . I | JE— | E— u_ SR | | E— )l__ R ° | E— jl_ .......... m I un .......... 1
Wl Yl FAYSELASKY) CKINSK | 8 AA.LbLM‘l 5YIM VMNVM SCAWRHUYL UL ANKLY » UO‘». PR KLXDGT O B 'MH"U' "AIANLM 5! GUAY
W Y5 PAVSELACKYI CETNSE 1 BAACLSLAVIEBYTRE L YAANYIH SCAWARDYL DLAGNKOY = QPGET WY KLXDOTOFSFRPALRYPOFSSATANCAAT SI GOAY
wal YSI FAYERL ACKY) CETNRK L RAMA LSLAVESYTNI L YAANUDE SCAVWARDYL DI AQNEOYFQPGETMYAC KLEDATOFSFPAL PYPOFARATANOAAT &I GOAY
W YL FAVERLACRVEGKTNAK: » CVATNLELAVAG: « « TYNAAN T SNVWARDYLDLAQNKED TAPGATENTI TLENGDATGrHNLE PEFSGAALGAATAI GasY
W YaL FAVEELACHYAGRTNAK: « LVATULELAVAG: « « TYNAAN DI SNVWANDYLDLAQNEG TOPGATEYT I TLXNGDXT SFoINLE) PDFSGAALSGAAT Al GasY
W YL FAYSELACHYSGETRNE. - CYATNLULAVAG TYNAAN D SNYWRHUYL DLAGNKGE "UFGATDYT ) TLANGDME SFMNLY POFSUAAASUAALT Al GUSY
Wl Yol FAYSELACHYSORTNSE  LYATNLELAVAD TYNAANG DF SNVYWRHDYL DL AGNRC! UPGATINVT I TLANODAESFHNLE PDFSUAAMSOAAT AL OUBY
W YHI VYRR ACRYSAOKTNRK VATNLELAVAL TYNAAN [ ANVWREROYE DL AGNE SOPGATINT I TLANDOAESEMNL A PDFESOAMMLOAAT Al GOKY

Secuencia de aminoacidos KYSAATGG, para la proteina Pet, que corresponden del 8-15 aa, que se utiliz6 para generar el
primer forward, denominado petSF1DPS (AAATATAGCGCTGCCACTGGCGGA).
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S B EEN B N R BB D S I G N B N B e e AN
QENTCAN K| GEONYI I NEFGTENM YL ASORGEV] L NEDNEL GNDQYASI FETRRGATL O KGHRGTETRI AATONOTT! TREDTTHMEAYL Al NNEDSY! YHOKI NGKI X1 THAI K54a0
Y IR | S—— - | - A 143 — A — ] B * - S - | NN - | T— - - ) —
P OAUNTNLETGNGT VI LGARKT * NN YVAGUPGT VOUNAENAL GEGUYAGF T T ENGER KKI AATOSGT T TNSNTTEEAYL SYNNUNNY | YHUNYOUNYMLEHILDT - -
| GAURTNLETONOTY! | OAGKTENM YVAGAPGY VOL NAENAL GEADY AN FETENGOK FERI AATOROTT THENTTHESYL BYNNOMNY! YHINYDAKYRL FML DY
| OAUNTNLETONCTY) LOAOKT WM YVAQUFOT VOLNAENALCESDYAQ!I FFTENGOX THEEK AATOBCTT Y TNENTTAESY L SYNNONNY T YHONVOURYSRLEML DT
URAQUAN K GEONYI ENCEGTYNM YLASHNGAV] LAKDMS L GNOGYASIFF T Red! T AATDUGT T ITNSUTTAREAYL AL NNELS YL YHENE NENI KL THN hag
OXMQ0AN KI QEONYI ENEEOTENM YL ASOROCY! L NEDNAL ONDBYASIL FETERGDY FYI AATODOTTY  TNEDTYMEAYVL AL NNEDAY! YMENKI NONKI XL THNI K5aQ0
UNCQ0AN! K1 QLONY LNELECTENM YLASOROAY! LAKDNALONDOQYAQL FFTRRGOT TET AATDDOTT ) TNSDTTEAYCAI NNEDAYTYHON NON KL THY MSQ0
URCQUANT K1 GEUNY ENEEGT P NN YLAS NGOV LAKDNS L UNDGYAZEFr T Rmau TR AATOUGT T INSOTTAEAYL A NNERSYYHUN NUNE L THN K3Q0
OXNQOMN K1 GEONYT ENEFOTENN YEASOROMY! L NKBNSLONDGYASI FEERRAOY TEYI AATOROTY  TNAODTTCEAYL Al NNEGAY! YHONI NOKE L THNI K840

Secuencia de aminoacidos LDLNGHNQ, para la proteina Pet, que corresponden del 483-490 aa, que se utilizé para generar
el primer reverse, denominado pet5R1DPS (CTGATTGTGTCCATTTAAATCTAG), esperando un amplificado: 1433 nt.
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Figura 24. Modelo empleado y secuencias conservadas para disefio de oligos pet (Escobar-Mucifio, 2014).
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Secuencia de aminoacidos RDFAENK, para la proteina Pic, que corresponden del 68-75 aa, que se utilizé para generar el
primer forward, denominado pic27F1D (CGTGATTTCGCTGAAAACAAAGGG.
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Secuencias consenso ISWGYRGG, para la proteina Pic, que corresponden del 486-493 aa, que se utilizé para generar el
primer reverse denominado pic27R1D (ACCTCCCCGGTATCCCCATGAAAT.
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Figura 25. Modelo empleado y secuencias conservadas para disefio de oligos pic (Escobar-Mucifio, 2014).
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Secuencia conservada de aminoacidos SVKHNGGY, para la proteina Tsh, que corresponden del 122 a 129 aa, que se
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utilizé para generar el primer forward, denominado tsh4F1D (AGCGTGAAACATAACGGGGGATAT).
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Secuencia conservada de aminoacidos NGNSLTFH, para la proteina tsh, que corresponden del 500-507 aa, que se utilizd
para generar el primer forward, denominado tsh4R1D (ATGAAACGTCAGACTGTTACCATT).

Figura 26. Modelo empleado y secuencias conservadas para disefio de oligos tsh (Escobar-Mucifio, 2014).
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- MEXICO
Peptidos
1D Investigador 1D Unidad Unused | Total | % Cov Accession # Name Species Mayor a 95
Flagellin OS=Escherichia coli EC096/10
29.04 | 29.04 | 836 | tWTIBZ2\WTIBZ2_ECOLX GN=G654._ 18892 PE=4 SV=1 ECOLX 14
1.06 114 | 347 | tfQILIM1IQILOMI_ECOLX |Flagellin OS=Escherichia coli GN=fiC PE=4 SV=1 ECOLX 5
Putative flagellin protein OS=Escherichia coli
! 748 | 3| HVORYBAVOXYB4_ECOLX 908541 GN=HMPREF1609_01996 PE=4 SV=1 ECOLX 4
Flagellar hook-associated protein Flgk
0.86 086 | 10.1 | tMBZASTIMBZAST_ECOLX | 0S=Escherichia coli 2645350 GN=figkl PE=4 ECOLX 0
Sv=1
Trigger factor OS=Escherichia coli BIDMC 6
Banda 1 MS2014.009.001 0.79 0.79 8.3 | trX7RIKIXTRIKI_ECOLX Gl=tig PE=3 SV=1 ECOLX 0
Flagellin 0S=Escherichia coli HVH 152 (4-
0.64 13.36 | 34.8 | tr[V4E104|V4E104_ECOLX 3447545) GN=G10_01819 PE=4 SV=1 ECOLX 6
Cellulose synthase operon protein C
0.64 0.64 8.7 | trTTMZ34[TTNZ34_ECOLX 08=Escherichia coli HVH 184 (4-3343286) ECOLX 0
GN=GB36_03854 PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Escherichia coli
0.6 0.6 2.2 | trT8NVA1TBNVA1_ECOLX UMEA 3052-1 GN=G902 00651 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Phage portal protein, lambda family
047 0.47 3 trH4X4X5|H4X4X5_ECOLX | OS=Escherichia coli DECTB GN=ECDECTB_1716 ECOLX 0
PE=4 5V=1
Figura 27. Reporte de resultados para el andlisis de banda 1 por
Espectrometria de masas (EM).
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A
3.15 3.15 12.9 | tfWBZIP9|W8ZIPS_ECOLX | OS=Eschenchia coli 025b:H4-ST131 str. EC958 ECOLX 1
GN=gapA PE=3 SV=1
Outer membrane protein A OS=Escherichia coli
3.06 3.06 10.3 | trlX7PNS5S[XTPNSS_ECOLX BV/H 40 GN=L408 01464 PE=3 SV=1 ECOLX 1
Lambda family phage tail tape measure protein
20 2.01 55 | tlV3AP39IVIAP3I9_ECOLX | OS=Escherichia coli BIDMC 37 GN=L474_00003 ECOLX 1
PE=4 8V=1
trlA0AD28KDH3A0A028KDH | Uncharacterized protein OS=Escherichia coli 1140
1 111 42 3_ECOLX GN=AU08_08265 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Uncharacterized protein 0S=Escherichia coli
Banda 2 1M5-2014-009-002 11 11 " L 2JBZ0IL3BZ0_ECOLX KTE236 GN=A197_01167 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Uncharacterized protein 0S=Escherichia coli
0.85 0.85 17.1 | tfS1CGO0IS1CG00_ECOLX KTE52 GN=ATSC 01829 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Phage antitermination protein N OS=Escherichia
0.8 0.8 5.8 | trVEDWSE[VEDWEE_ECOLX coli CE516 GN=L347 1980 PE=4 SV=1 ECOLX 0
D-tagatose-1.6-bisphosphate aldolase subunit
0.7 0.7 12.9 | trT9A097[T9A097_ECOLX |GatY OS=Escherichia coli UMEA 3200-1 GM=gatY ECOLX 0
PE=3 8V=1
Uncharacterized protein 0S=Escherichia coli
0.52 0.52 21 triU9VTE9[UIVTES_ECOLK SCD1 GN=L912 1669 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Uncharacterized protein 0S=Escherichia coli HVH
049 043 6.1 | WITTVIBIITTVIB3 ECOLX 197 (4-4466217) GN=GB49_02562 PE=4 SW=1 ECOLX !
Figura 28. Reporte de resultados para el andlisis de banda 2 por

Espectrometria de masas (EM).
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Z)
2 3-bisphosphoglycerate-dependent
57 a7 248 [trfXTQWUSIXFQWU5S_ECOLX| phosphoglycerate mutase OS=Escherichia coli ECOLX 3
BIDMC 6 GN=gpmA PE=3 §V=1
Bacterial extracellular solute-binding s, 3 family
2 2 195 | trN3KGT8IN3KGTS_ECOLX protein OS=Escherichia coli MP020980.1 ECOLX 1
GN=ECMP0209801_2212 PE=3 SV=1
Lambda family phage tail tape measure protein
11 1.1 4.3 | trV3AP39V3AP39_ECOLX | OS=Escherichia coli BIDMC 37 GN=L474_00003 ECOLX 0
PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Escherichia coli
Banda 3 MS.2014.009.003 0.74 0.74 | 327 | trfQ1RFE0]Q1IRFE0_ECOUT | (strain UTI8S / UPEC;S_I\J:UTIE[CUSB PE=4 ECOUT 0
Malate synthase G OS=Escherichia coli 174750
0.62 0.62 3.9 | trMIDUS3|MIDUS3_ECOLX Gh=glcB PE=1 SV=1 ECOLX 0
Phage capsid scaffolding protein GpO
0.62 0.62 9.1 | trlE9UESEIEIUESE_ECOLX 0S=Escherichia coli MS 57-2 ECOLX 0
GN=HMPREF9532_03542 PE=4 S5V/=1
Phage antitermination protein N OS=Escherichia
0.59 0.59 5.8 | tr[VADW56|VEDWEE_ECOLX coli CE516 GN=L342 1980 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Reverse transcriptase family protein
0.49 0.49 114 | tN2WFT5|N2WFTS_ECOLX 0S=Escherichia coli P0299438.10 ECOLX 0
GN=ECP029343810_4798 PE=4 5V=1

Figura 29. Reporte de
Espectrometria de masas (EM).

resultados para el

analisis de banda 3 por

NAD(P)H dehydrogenase (quinone)
4 4 232 | trfX7QVJ3XTQVJ3_ECOLX | OS=Escherichia coli BIDMC 6 GN=1432_05391 ECOLX 2
PE=3 8v=1
trlADA028KDH3|A0AD28KDH | Uncharacterized protein OS=Escherichia coli 1140
225 225 5 3_ECOLX GN=AU08_08265 PE=4 SV=1 ECOLX !
Lambda family phage tail tape measure protein
1.7 1.7 3.2 | trlV3AP39|V3AP39_ECOLX | OS=Escherichia coli BIDMC 37 GN=L474_00003 ECOLX 1
PE=4 V=1
Phage antitermination protein N OS=Escherichia
1.08 1.08 5.8 | trVaDWAaE[VADWEE_ECOLX coli CE516 GN=L342 1980 PE=4 Sy=1 ECOLX 0
ABC-type organic solvent transporter
Banda 4 MS.2014.009.004 0.81 0.81 204 | tfX7QRD4[X7QRD4_ECOLX | OS=Escherichia cnhflIDMC_G GN=L432_07708 ECOLX 0
PE=4 V=1
NAD(P)H dehydrogenase (quinone)
0.68 4 23.2 | trIN3TM12INITM12_ECOLX |OS=Escherichia coli P0304777.11 GN=wrbA PE=3 ECOLX 2
SV=1
0.68 0.68 105 | (WIFOP1W1FOP1_ECOLX Uncharacterized proptg:dl]SS\::Efcherlch\a coli ISCT ECOLX 0
Uncharacterized protein OS=Escherichia coli HVH
0.59 0.59 6.3 | tlV4D052(V4D052_ECOLX 148 (4-3192430) GN=G806_05002 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Uncharacterized protein OS=Escherichia cali
0.48 0.48 48 trTIL0JITILOJI_ECOLX UMEA 3430-1 GN=GA76_04508 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Mannose-specific adhesin FimH OS=Escherichia
047 047 5.6 |tr\WW1DFR8|W1DFRE_ECOLX coli 1935 PE=4 V=1 ECOLX 0
. T
Figura 30. Reporte de resultados para el andlisis de banda 4 por

Espectrometria de masas (EM).
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Banda 5

WS-2014-009-005

DMA protection during starvation protein

AOT | 40T 2 HLAWSBILAWE8 ECOLX 0S=Escherichia coli KTE144 GM=dps PE=3 5V=1 ECOLX 1
Osmotically-inducible protein Y O5=Escherichia
211 211 | 224 | tlX7QMTIIXKTQMTY_ECOLX coli BIDNIC 6 GN=L432 08736 PE=4 SV=1 ECOLX 1
Lambda family phage tail tape measure protein
1.83 183 | 96 | tfV3AP39V3IAP39_ECOLX | OS=Escherichia coli BIDMC 37 GN=L474_00003 ECOLX 1
PE=4 V=1
Uncharacterized protein 0S=Escherichia coli
122 122 | 16 | trl4JEJ6|L4JEJ6_ECOLX KTE146 GN=A311_01378 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Uncharacterized protein OS=Escherichia coli
07 0.7 | 139 | trQ08JMBIQ08JME_ECOLX GN=0rf40 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Putative uncharacterized protein 0S=Escherichia
07 07 36 | t|F4TGRYFATGRI_ECOLX coli M718 GN=ECJG 01961 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Phage capsid scaffolding protein GpO
0.6 0.6 11| trE9UESBIEIUESE_ECOLX 08=Escherichia coli MS 57-2 ECOLX 0
GN=HMPREF9532 (3542 PE=4 SV=1
06 06 58 | t{VADWSEVEDWSS_ECOLX Phage antitermination protein N 0S=Escherichia ECOLX 0

coli CE516 GN=L342 1950 PE=4 SV=1

Figura 31. Reporte de
Espectrometria de masas (EM).

resultados para el

analisis de banda

5 por

Banda 6

MS-2014-009-006

DMNA protection during starvation protein
6.01 6.01 31.8 | trlV8KLSE[VEBKLSE_ECOLX 0S=Escherichia coli LAU-ECT GN=dps PE=3 ECOLX 3
sv=1
Lambda family phage tail tape measure protein
17 17 67 | tfV3AP39V3AP39_ECOLX | OS=Escherichia coli BIDMC 37 GN=L474_00003 ECOLX 1
PE=4 8V=1
Phage capsid scaffolding protein GpQO
17 17 7.5 | trlESUESBIEIUESE_ECOLX 0S=Escherichia coli MS 57-2 ECOLX 1
GN=HMPREF9532_03542 PE=4 SV=1
Uncharacterized protein OS=Escherichia coli
1.22 122 11.7 | trlS1CGO0|ST1CGO0_ECOLX KTES2 GN=A1SC_01829 PE=4 SV=1 ECOLX ]
Hca operon transcriptional activator
0.96 0.96 10.1 | tr[V1B346[V1B346_ECOLX 0S=Escherichia coli 908658 ECOLX ]
GN=HMPREF1616_03348 PE=4 SV/=1
Uncharacterized protein OS=Escherichia coli
0.55 0.85 2.2 | t]TBNVAITENVAT_ECOLX UMEA 3062-1 GN=G302_00651 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Uncharacterized protein OS=Escherichia coli
0.54 0.54 14.4 | trfX7TQP18XTQP18_ECOLX BIDMC 6 GN=L432 09240 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Protein TraV OS=Escherichia coli HVH 135 (4-
0.54 0.54 a8 trT7TAILA[TTAILY_ECOLX 4449320) GN=GT793_04830 PE=4 SV=1 ECOLX ]
Uncharacterized protein OS=Escherichia coli
0.51 0.51 51 | trfT9QW29[TIQW29_ECOLX UMEA 3682-1 GN=G986_02015 PE=4 SvV=1 ECOLX ]
Uncharacterized protein OS=Escherichia coli
049 0.49 67 | trlQ1R7RO|QIRTRO_ECOUT | (strain UTI8S / UPEC) GN=UTI&9_C3152 PE=4 ECOUT 0
Sv=1

Figura 32. Reporte de
Espectrometria de masas (EM).

resultados para el

analisis de banda

6 por
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LysM/BON superfamily protein OS=Escherichia
220 | 221 | 329 | tiX7P622X7P622_ECOLX coliBWH 40 GN=L408_03309 PE= SV=1 ECOLX 1
Osmotically-inducible lipoprotein E
200 | 207 | 277 | tXTQXK2IXTQXK2_ECOLX | 0S=Escherichia coli BIDMC 6 GN=L432 06178 ECOLX 0
PE=4 SV=1
ABC transparter, ATP-binding protein
Banda 1 1S 2014.009.007 09 | 096 | 28 | tll221G6|1221G6_ECOLX | 0S=Escherichia coli 3003 GN=EC3003_2667 ECOLX 0
PE=] SV=1
Uncharactenzed pratein 0S=Escherichia col
08 08 | 54 |tS1CG00IS1CG00_ECOLX KTES2 GN=A1SC. 01829 PE=4 SV=1 ECOLX 0
Uncharactenzed pratein 0S=Escherichia col
056 | 056 | 35 | trTIQNTTITIQNTT_ECOLX UNEA 3662-1 GN=G985 02082 PE=t SV=" ECOLX 0

Figura 33. Reporte de resultados para el andlisis de banda 7 por
Espectrometria de masas (EM).
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