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RESUMEN

Los streptococos patdgenos para los equinos incluyen S. equi subsp. equi (S. equi), S. equi
subsp. zooepidemicus, S. dysgalactiae subsp. equisimilis y S. pneumoniae cépsula Tipo Il1.
S. equi causa gurma, una linfoadenitis purulenta altamente contagiosa que afecta a los
miembros de la familia Equidae. Rapidos progresos se han realizado para la identificacion
de factores de virulencia y proteinas de S. equi. La mayoria de éstas son expresadas en la
superficie bacteriana o son secretadas. Se ha demostrado la presencia de una proteina
homdloga a la pneumococcal surface adhesin A (PsaA) de S. pneumoniae, en S.
zooepidemicus y S. equi. La PsaA de S. pneumoniae, como otras proteinas, es
inmunogénica y protege animales de laboratorio ante un desafio con neumococos.

El objetivo de esta memoria fue obtener desde un aislado clinico de S. pneumoniae, una
PsaA recombinante purificada desde E. coli BL21DE3. La metodologia consistio en
amplificar el gen PsaA por PCR y ligarlo al plasmidio de clonamiento (pETBIlue-1), luego
con la mezcla de ligacion PsaA/pSTBIlue-1 se transformd la cepa E. coli DH5q; de las
colonias transformadas, se purifico el plasmidio (PsaA/pSTBIlue-1) por lisis alcalina, el cual
fue sometido a digestion doble vy, el fragmento liberado, fue ligado finalmente a un vector
de expresién (pET-15b). Con la mezcla de ligacion PsaA/pET-15b, se transformé la cepa E.
coli BL21DE3, que expresod una proteina fusionada a una cola de histidina; la proteina
fusionada, a su vez, se purificd en una columna con afinidad por histidina (Ni-Nta). La
presencia de rPsaA fue analizada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y por
Western blot, observandose la presencia de una proteina de 37 kDa., con la que reaccion6
especificamente el anticuerpo policlonal de conejo anti His-tag.

La secuencia nucleotidica del fragmento fue comparada en la base de datos BLAST

(www.nchi.nlm.nih.gov), encontrdndose un 98% de identidad con la cepa S. pneumoniae

R6. Ademas se identificaron cuatro regiones, con identidades superiores al 80%, similares a
las del gen parcial mba de la proteina ligadora de metal/adhesina de S. equi, homdloga a
PsaA de S. pneumoniae.

El producto obtenido permitira realizar estudios de formulacion y evaluacion, en modelo
animal, de un prototipo de vacuna contra el gurma, basado en la proteina PsaA de S.

pneumoniae.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

SUMMARY

Streptocococci pathogenic for the horse include S. equi subsp. equi, S. equi subsp.
zooepidemicus, S. dysgalactiae subsp. equisimilis and S. pneumoniae capsule Type IlI.

S. equi causes strangles, a highly contagious purulent lymphadenitis of members of the
family Equidae. Rapid progress has been made in identification of virulence factors and
proteins expressed by S. equi. Most of these are expressed either on the bacterial surface or
are secreted. Has be demonstrate the presence of a homologue of the S. pneumoniae
pneumococcal surface adhesin A (PsaA) protein in both S. zooepidemicus and S. equi.

S. pneumoniae PsaA, like other proteins are immunogenic and protective against
pneumococal challenge in laboratory animals.

The objective of this memory was to obtain PsaA from a clinical isolated to S.
pneumoniae and purify the recombinant PsaA obtained from E. coli BL21DE3. The
protocol to consist of amplification to PsaA gene by PCR and bind into cloning plasmid
(pETBIlue-1), then the strain E.coli DH50 was transformed with the mix of binding
PsaA/pETBIue-1; the plasmid (PsaA/pETBIlue-1) was purify by lysis alkaline from colony
transform, the PsaA amplicon was double digesting and, the gene fragment was ligated into
expression plasmid (pET-15b). The strain E.coli BL21DE3 was transformed with the mix
of binding PsaA/pET-15b that expressed a histidina tagged fusion protein; the fusion
protein was purifed by column with histidine (Ni-Nta). The presence of rPsaA was
analyzed by polyacrilamide gel and Western blot anélisis, it appeared a 37 kDa. protein,
that reacted with the rabbit polyclonal anti-His-tag.

The nucleotide sequence of gene fragment was compared in BLAST data base

(www.ncbi.nlm.nih.gov), finding a 98% identical with the strain S. pneumoniae R6.

Moreover were identify four region, with identity up 80%, with the partial mba gene for
putative metal/adhesin protein of S. equi, homologous to S. pneumoniae PsaA.
This product will allow to realize studies to formulation and evaluation, in animal model,

of a vaccine prototype again strangle, based in S. pneumoniae PsaA protein.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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INTRODUCCION

El uso de vacunas, tanto en seres humanos como animales, es uno de los métodos mas
eficaces para controlar las enfermedades infecciosas bacterianas y virales. En la busqueda
de nuevos métodos que brinden proteccion a las poblaciones y en forma mas segura y
econOmica, la tecnologia se ha desarrollado a tal punto que ya no es necesario utilizar un
patdgeno completo para estimular el sistema inmune de un hospedero. Hoy en dia,
mediante ingenieria genética se obtienen fracciones o sub-unidades de un microorganismo
que estimulan una respuesta inmune protectiva; estas vacunas estdn compuestas, en su
mayoria de fracciones proteicas, extraidas directamente del patdgeno o bien de una bacteria
que ha incorporado el gen que codifica ese antigeno y sintetiza una proteina llamada
recombinante muy similar a la nativa; otras vacunas incorporan ese gen a un plasmidio que,
asi inoculado como vacuna en células eucariontes, sintetizara la proteina antigénica.

El gurma en equinos es una enfermedad infecciosa, producida por Streptococcus equi, y
que afecta principalmente a los potrillos. Se caracteriza por ser una infeccién supurativa de
las vias aéreas superiores, con formacion de abscesos en la faringe y region sub-maxilar, los
que después drenan. El cuadro se acomparfia de fiebre, descargas nasales, anorexia, etc, con
morbilidad hasta 100% y mortalidad del 10%. Las perdidas econdmicas que se generan
hacen necesario utilizar, ademas de antibidticos, una vacuna que proteja eficientemente.

Los inmundgenos utilizados en Chile son principalmente bacterinas; sin el éxito esperado
porque en su elaboracion pierden caracteristicas antigénicas y, por lo tanto, disminuye su
efectividad protectiva.

En la literatura se han citado varias proteinas candidatas para realizar estudios de
proteccion como vacunas de sub-unidad contra el gurma; una es la proteina PsaA de S.
pneumoniae, que presenta homologia con proteinas encontradas en S. equi y en otras
bacterias del Género Streptococcus.

La proteina PsaA de S. pneumoniae es inmunogenica, esta presente en los 90 serotipos de
dicha especie y esté relacionada con la virulencia de la cepa. Se ha considerado interesante
la obtencion de una proteina PsaA de esa especie, en forma recombinante, que podria tener

aplicacion inmunoldgica contra el gurma equino.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Para establecer y mantener una infeccion exitosa, los patdgenos microbianos han
desarrollado varias estrategias para invadir y evadir o resistir la respuesta inmune innata del
hospedero, dafiando asi las células y multiplicandose en regiones especificas normalmente
estériles (Cossart y Sansonetti, 2004). Las bacterias patdgenas constantemente entrecruzan
sefiales con sus hospederos, modulando la expresion de diversos genes tanto en las
bacterias como en las células del hospedero. Sefiales fisioldgicas como la concentracion de
calcio, el pH &cido, temperaturas altas y baja concentracién de fierro, entre otros, gatillan la
expresion de diversos genes de virulencia (Martinez y Baquero, 2002). Las nuevas
enfermedades infecciosas, las re-emergentes y el aumento en la prevalencia de cepas
resistentes a antibidticos son una amenaza para la salud publica. Hay evidencia que
bacterias patdgenas marcadamente diferentes usan estrategias comunes para causar
infeccion y enfermedad. Esto se relacionaria con la adquisicién de grandes bloques de
genes de virulencia desde un ancestro microbiano comun, diseminandose por transferencia
horizontal. Las estrategias moleculares usadas por las bacterias para interactuar con el
hospedero pueden ser Unicas para patogenos especificos o conservadas en diferentes

especies (Wilson et al., 2002).

1. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD BACTERIANA

1.1. ESTRUCTURA

- Cépsula: la presencia de ésta es uno de los mayores factores de virulencia de las bacterias,
dado que las protege de antibidticos y de la respuesta inmune del hospedero por ser
antifagocitica (Wilson et al., 2002).

- Pared celular: las bacterias segun su estructura de pared se dividen en Gram positivas y
Gram negativas. Ambas paredes contienen componentes toxicos que son potentes factores
de virulencia y tienen un rol central en la patogénesis del shock séptico. Estos toxicos
estimulan monocitos y macréfagos con la posterior liberacion de citoquinas pro
inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleuquina-1.

El lipopolisacarido (LPS) o endotoxina, de las bacterias Gram negativas es el principal
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responsable de la induccién del shock séptico. La pared de las Gram positivas no tienen
endotoxinas, pero el péptidoglicano y &cido teicoico, constitutivos de su pared, potencian el
shock séptico (Wilson et al., 2002).

- Adhesinas: la primera interaccion entre patogenos y células hospederas, durante la
colonizacion de tejidos, es mediada por adhesinas de la superficie del microorganismo, que
reconocen y ligan a receptores especificos de las células hospederas. El receptor ligado
puede desencadenar complejas cascadas que activan la defensa innata del hospedero o la
afectan, facilitando la colonizacion o invasion bacteriana. Esta interaccion induce la
expresion de genes en el microorganismo, importantes en la patogénesis (Soto y Hultgren,
1999).

Las adhesinas pueden ser polipéptidos o polisacaridos; las primeras pueden ser fimbrial o
pili y, no fimbrial. Las fimbrias son apéndices que protruyen desde la superficie bacteriana.
Las no fimbriales generalmente tienen un contacto mas intimo con las células del
hospedero que las fimbrias. Las adhesinas polisacéridas son usualmente componentes de la
membrana, de la pared o de la cépsula bacteriana. El &cido teicoico sirve como adhesina

para Staphylococcus spp. y Streptococcus spp. (Wilson et al., 2002).

1.2. ESTRATEGIA

- Invasion: la invasion puede ser extracelular o intracelular; la primera ocurre cuando un
microorganismo rompe las barreras de un tejido y se disemina en el hospedero
permaneciendo fuera de las células, por ejemplo Streptoccocus [ hemoliticos vy
Staphyloccocus aureus. Estas especies secretan enzimas que degradan moléculas de las
células del hospedero (Wilson et al., 2002). La invasion intracelular comienza con la
interaccion adhesina-receptor. Algunos patégenos ligan una proteina que puede ser puente
entre la bacteria y un receptor de transmembrana, que media la entrada de la bacteria.
Finalmente, otros patdgenos pueden eludir el primer paso de adhesion e interactuar
directamente con la célula (Cossart y Sansonetti, 2004).

- Vida intracelular: luego de la internalizacion, la bacteria permanece en una vacuola o
escapa al citosol. La que replica en la vacuola sobrevive en un ambiente hostil. En
macrofagos, estas condiciones son mas drasticas. Existen dos grandes estrategias para la

sobrevida: (1) la bacteria se adapta y resiste a las condiciones hostiles; (2) alternativamente,



la bacteria puede alterar la biogénesis y dindmica de su vacuola, creando para ella un nicho
menos hostil (Cossart y Sansonetti, 2004).

- Toxinas: son moléculas proteicas 0 no proteicas que destruyen o dafian las células del
hospedero. ElI LPS y el acido teicoico son ejemplos de no proteicas; las proteicas son,
generalmente, enzimas secretadas a las células eucariontes o inyectadas directamente en el
citoplasma de ellas (Wilson et al., 2002).

- Resistencia a los antibidticos: el uso extenso de antibiéticos ha hecho emerger cepas
resistentes a ellos y representan un serio problema actual (Wilson et al., 2002). La aparicion
de cepas multidroga resistentes se relaciona claramente con la cantidad de antibioticos y

como ellos son utilizados (Levy, 2002).

2. GENERO Streptococcus

Son bacterias cocaceas Gram positivas que se encuentran en seres humanos y animales;
algunas especies son patdgenas y otras comensales. Se aislan de la flora normal de piel y
mucosas de los tractos respiratorio, digestivo y genital. Los del grupo viridans forman parte
de la flora normal de la placa bacteriana dental (Ruoff et al., 2003). El Género se divide en
dos grupos: los B hemoliticos y los no B hemoliticos; en el primero se encuentran los del
grupo C de Lancefield conformado por Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (S.
zooepidemicus), Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae (S. dysgalactiae),
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (S. equisimilis) y Streptococcus equi subsp.
equi (S. equi). Estos streptococos del grupo C son comensales o patégenos de animales,
incluyendo equinos, bovinos, ovinos, cerdos y cobayos. Ademas, en seres humanos, se
pueden encontrar como parte de la flora normal de piel, vagina y nasofaringe y, en
ocasiones se asocian a faringitis, neumonitis, peritonitis, artritis séptica, endocarditis, y
meningitis, entre otras. Las meningitis causadas por el grupo C son muy raras y se
relacionan con consumo de leche no pasteurizada o por contacto con animales de granja
(Elsayed et al., 2003). Generalmente estos microorganismos son sensibles a penicilina; sin
embargo, se han reportado casos de resistencia a penicilina y eritromicina (Gomez et al.,
1998). Los streptococos patogenos para equinos incluyen S. equi, S. zooepidemicus y S.

equisimilis; los streptococos o hemoliticos se han aislado desde abortos equinos en



Kentucky en 1981 y 2001 y, S. pneumoniae con capsula tipo Ill se han asociado con

insuficiencias respiratorias en equinos jovenes en entrenamiento (Timoney, 2004).

3. Streptococcus equi

S. equi es el agente etioldgico de gurma o papera equina, enfermedad altamente
contagiosa del tracto respiratorio superior que afecta a la familia Equidae y una de las mas
frecuentemente reportadas en los equinos a nivel mundial (Meehan et al., 2001). Es
responsable de cerca del 30% de infecciones en equinos (Harrington et al., 2000). Se ha
aislado una cepa de S. equi desde un camello en Etiopia, que por técnicas moleculares fue
diferente a cepas de la “Pasteur Collection” (Sechi et al., 1999). Por otra parte, en 2002, se
describi6 el primer caso de meningitis en seres humanos por este microorganismo (Elsayed
et al., 2003).

Tanto S. equi como S. zooepidemicus pueden causar Keratitis aguda, supurativa y
ulcerativa en equinos adultos y uveitis en potrillos (Brooks et al., 2000). La inmunidad
protectiva es especie-especifica, asi la inmunizacion con S. zooepidemicus no protege frente
a un desafio con S. equi, aungue aislados clinicos de estos dos streptococos pueden mostrar
una homologia de DNA superior al 92% (Timoney et al., 1997).

Se ha observado homogeneidad antigénica en diferentes aislados de S. equi (Galan y
Timoney, 1988); sin embargo, por PCR repetitivos se han evidenciado verdaderas
variaciones genéticas. En el afio 2000 se demostrd, mediante electroforesis de campo

pulsado, que existian diferencias en las secuencias gendémicas (Spoormakers et al., 2003).

4. Base molecular de la virulencia de Streptococcus equi
Se agrupan en tres grandes categorias segun su funcion: las que promueven la adherencia
al hospedero; las que contribuyen a evadir la inmunidad y, las involucradas en la

adquisicion de nutrientes (Harrington et al., 2002).



4.1. Adherencia

En su adherencia a tejidos del hospedero, se involucran varios de sus componentes de
superficie (Harrington et al., 2002). En equinos se ha reportado adherencia de la bacteria in
vitro en ceélulas epiteliales de mejilla, como también in vivo en paladar blando, tonsilas y
linfonddulos retrofaringeos (Canfield et al., 2000).

Varios tejidos y proteinas de fluidos corporales han mostrado ser ligandos de adhesinas
de streptococos. Las adhesinas mas estudiadas son los “componentes de superficie
microbiana reconocedores de moléculas adhesivas en la matriz” (MSCRAMMs). Entre los
ligandos de los hospederos para los MSCRAMMSs estan las proteinas fibronectina y
fibrinbgeno (Harrington et al., 2002). Los siguientes componentes de la superficie de S.
equi estan involucrados en la adherencia:

- Proteinas ligadoras de fibronectina: la fibronectina es una glicoproteina en el plasma y de
forma fibrilar en la matriz extracelular que media la adhesion de sustratos de células
eucariontes (Lindmark y Guss, 1999). Las proteinas de streptococos ligadoras de
fibronectina aumentan el potencial para causar enfermedad (Lindmark et al., 2001). En S.
equi se han identificado dos proteinas ligadoras de fibronectina (Lindmark y Guss, 1999).

- Proteinas ligadoras de fibrindgeno: el fibrindgeno, abundante proteina plasmatica, puede
servir como sustrato para los MSCRAMMS. Los coagulos sanguineos y trombos de
plaqueta-fibrina son ricos en fibrindgeno y pueden actuar como sitio de enlace para estas
proteinas (Harrington et al., 2002). S. equi puede expresar dos proteinas ligadoras de
fibrindgeno llamadas FgBP o M-Like y SzPse (Meehan et al., 2001) que presentan una
muy baja homologia entre ellas (Meehan et al., 1998); la primera, es la proteina méas
dominante asociada a la pared expresada por cepas virulentas (Meehan et al., 2001) vy, la
mas importante para ligar fibrindgeno (Timoney et al., 1997). La adherencia in vitro de S.
equi S-240 a células de lengua y mejilla, se inhibe al preincubar las células con la proteina
M-Like (Harrington et al., 2002).

- Proteinas ligadoras de colageno: los colagenos son proteinas conservadas presentes en la
matriz extracelular de mamiferos. S. equi posee una proteina denominada CNE que liga
colageno, sin embargo su importancia en la patogénesis debe estudiarse; su gran similitud
con la proteina ligadora presente en Staphylococcus aureus, indica probablemente funcidn

similar (Lannergard et al., 2003). Otra proteina, llamada ‘“colageno-like” (SclC) se



identific en todas las cepas de S. equi y S. zooepidemicus, lo que explicaria la presencia de
anticuerpos anti-SclC en el suero de equinos sin historia de gurma. La funcion de esta
proteina no se conoce, pero se podria asimilar con las coladgeno-like de S. pyogenes
(Karlstrom et al., 2004).

- Capsula: la mayoria de las cepas de S. equi recien aisladas producen una capsula de acido
hialurénico; este componente es importante en la adherencia de S. zooepidemicus a las
células HelLa en laboratorio (Harrington et al., 2002).

- Acido lipoteicoico: son polimeros insertos en la membrana citoplasmatica que cruzan la
pared hasta la superficie en bacterias Gram positivas (Navarre y Schneewind, 1999); con
rol en interacciones iniciales inespecificas en streptococos. La preincubacién de S. equi con
anticuerpo anti &cido lipoteicoico reduce la adherencia de las bacterias (Harrington et al.,
2002).

4.2. Evasion a las defensas del hospedero
- Cépsula: esta estructura permite la resistencia de S. equi a la fagocitosis; los cultivos
joévenes de S. equi son altamente capsulados, mas virulentos y mas resistentes a la
fagocitosis que los cultivos viejos (Boschwitz y Timoney, 1994; Harrington et al., 2002).
Aislados de S. equi, a pesar de ser seroldgica y genéticamente homogéneos, presentan
variaciones de colonias; S. equi NCTC 9682 mutante acapsulada, forman colonias brillantes
y pequefias; la cepa mate Hidaka/95/2 con capsula de tamafio medio, se asocia a cuadros de
gurma leves atipicos; la cepa mucoide CF32 con capsula de gran tamafio, se asocia con
cuadros de gurma clésicos (Anzai, et al., 1999b).
- Proteina asociada al &cido hialurénico (HAP): en S. equisimilis, HAP regula la sintesis y
liberacion del &cido hialuronico de la capsula (Chanter et al., 1999). S. equi produce una
proteina casi idéntica a esa HAP (Harrington et al., 2002).
- Proteinas “M-like”: estas moléculas ligan proteinas del hospedero incluyendo fibrin6geno,
albumina e 1gG (Meehan et al., 1998). Son importantes constituyentes de pared de S. equi
en procesos antifagociticos (Wallace et al., 1995). La aparicion de equinos portadores con
variantes de S. equi sin la region N-terminal de la proteina M y la ausencia de éstas desde
casos de gurma activos, demuestran que hay dominios de la proteina involucrados en la

virulencia de las cepas. La inmunidad del equino forzaria una mutacion en la proteina como



medida de escape, dado que una gran proporcion de la respuesta de los anticuerpos esta
dirigida a la region N-terminal (Chanter et al., 2000).

- Factores mitogénicos: las proteinas mitogénicas incluyen exotoxinas pirdgenas (Spes) y
un “super antigeno” (SSA); que aumentan la susceptibilidad del hospedero a un shock
endotoxico (Anzai et al., 1999a). Sus efectos bioldgicos dependen de cual citoquina
aumenta (Artiushin et al., 2002). La liberacion de mitdgenos, combinados con proteina M-
Like en S. equi contribuyen a las manifestaciones clinicas de la enfermedad, como fiebre,
malestar, neutrofilia y aumento del fibrindgeno (Anzai et al., 1999a).

- Superoxido dismutasa (SOD): dado que los productos intermedios del oxigeno originados
en la fagocitosis son tdéxicos, algunas bacterias poseen enzimas que metabolizan estos
residuos. S. equi posee una SOD dependiente de magnesio que convierte los aniones
superdxido en agua (Harrington et al., 2002).

- Proteinas ligadoras de Inmunoglobulinas: la proteina FgBP de S. equi liga tanto IgG como
fibrindgeno por un mecanismo no inmune (Meehan et al., 2001). La ligacion de IgG
interferiria con la fagocitosis mediada por anticuerpos y con la activacion del complemento
(Harrington et al., 2002).

4.3. Adquisicion de nutrientes

- Transportadores ABC: varios nutrientes se incorporan a la bacteria por ligadores de ATP,
como son los sistemas “cassettes ABC”. Estas proteinas ligadoras de sustratos
generalmente son lipoproteinas. Aislados clinicos de S. equi poseen una lipoproteina
homdloga a la proteina PsaA de Streptococcus pneumoniae (Harrington et al., 2002).

- Enzimas degradativas: actGan en péptidos y carbohidratos del hospedero y estan
involucradas, ademas, en evasion inmune e invasion a tejidos. Aislados de S. equi presentan
actividad de hialuronidasa, por lo que penetran mucosas y tejidos, y utilizan el &cido
hialurénico del hospedero como fuente de carbono (Harrington et al., 2002).

- Streptolisina S o toxina “SLS-like”: solo cultivos jovenes de S. equi presentan una toxina
SLS-like, que ademas de adquirir nutrientes en el hospedero, causan edema, hemolisis B y
dafian a PMN incapacitandolos de fagocitar bacterias opsonizadas (Flanagan et al., 1998;
Harrington et al., 2002).



5. Gurma o papera equina

Enfermedad altamente contagiosa del tracto respiratorio superior de solipedos (Timoney,
2004), los brotes pueden durar semanas e incluso afios en grandes poblaciones equinas
(May et al., 2004), generando pérdidas econdémicas en costos de tratamiento, medidas de
cuarentena, y ocasionalmente pérdida de animales (Wallace et al., 1995). La morbilidad y
mortalidad alcanzan tasas de hasta 100% y 10% respectivamente (Canfield et al., 2000;
Meehan et al., 2001). La transmision es por contacto directo con animales enfermos o
portadores y por fomites (Flanagan et al., 1998). La bacteria ingresa por boca o nariz,
atacando tonsilas y linfonodulos adyacentes (Timoney, 2004), provocando linfoadenitis con
absceso capsulado, que luego drena pus por piel o tracto respiratorio superior. Este proceso
dura dos a tres semanas, acompafiado de depresion, fiebre, anorexia, descarga nasal
mucopurulenta y disnea inspiratoria (Chanter, 2002). Afecta principalmente a equinos de
un afo, seguido de potrillos y hembras con crias (Sweeney et al., 1989).

Se describe metéstasis de abscesos por via sanguinea o linfatica a diversos drganos,
condicion llamada gurmas bastardos (Canfield et al., 2000; Spoormakers et al., 2003).

El diagnostico de laboratorio de S. equi utiliza torundas nasales, lavados o pus de
abscesos; se requieren minimo tres cultivos nasofaringeos negativos durante tres semanas,
para dar como libre de infeccion. (Chanter, 2002; Timoney, 2004). Sin embargo, mas del
50% de los equinos en un brote son portadores por mas de seis semanas. El cultivo es indtil
durante la incubacion y fases tempranas de la enfermedad pues S. equi normalmente no esta
presente en la mucosa hasta 2 dias después de iniciada la fiebre. Estos cultivos tampoco
detectan animales portadores en las bolsas guturales. La combinacién de PCR mas cultivo
incrementa la deteccién de ellos. Sin embargo, en convalecientes, las torundas y lavados
nasales después de un corto tiempo son negativos al PCR debido a la répida limpieza
mucociliar. Por otra parte, la serologia no es muy 0til en detectar infeccion, excepto en
“gurmas bastardos” (Timoney, 2004). Como modelo animal experimental para S. equi, se
utiliza el raton (Chanter et al., 1995).



5.1. Control del gurma

La naturaleza contagiosa del gurma requiere medidas de control rigurosas. Los casos
pueden aparecer después de un periodo de incubaciéon de 4 a 14 dias, bajo condiciones
climaticas estresantes o de mucha densidad animal. Esta variacion depende del nimero y
virulencia de S. equi a la que los animales son expuestos y, también, de la susceptibilidad
de ellos (Timoney, 2004). Para prevenir futuros brotes se requiere una efectiva deteccion de
portadores, mas desinfeccion y manejo de pasturas (Chanter, 2002). Los portadores son
muy importantes en la mantencion inter-epizo6tica de S. equi, en el inicio de un nuevo
brote e introduccion de la bacteria a zonas libres de la enfermedad. La mayoria de las
nuevas epizootias se inicia con equinos en periodo de incubacién o en fase convaleciente
tardia de la enfermedad. Las medidas preventivas incluyen segregacion y observacion
periddica de nuevos animales (Timoney, 2004).

El tratamiento con antibidticos usualmente es poco efectivo; disminuyen los signos
clinicos e incidencia de nuevos casos. Sin embargo, cuando el tratamiento finaliza, los
signos clinicos a menudo retornan y surgen nuevos casos, tal vez, porque los abscesos o la
capsula circundante carecen de vascularidad y/o porque el tratamiento quizas no elimina la
colonizacién de la mucosa. El uso de antibidticos sistémicos seria efectivo sélo para tratar
portadores crénicos en las bolsas guturales que no presenten empiema. Para eliminar S.
equi se requiere remover pus, condroides e instilar localmente grandes dosis de penicilina
(Chanter, 2002). Para combatir la enfermedad y mitigar las serias complicaciones clinicas,
las investigaciones principalmente apuntan al desarrollo de vacunas que protejan
eficientemente (Flock et al., 2004).

5.2. Inmunidad y vacunas

Debido a la conformacidn anatomica de la placenta en los equinos, los potrillos nacen sin
inmunoglobulinas y las reciben a través del calostro. A 24 horas de nacido disminuye la
absorcion intestinal de inmunoglobulinas acompafiado por la disminucion de ellas en el
calostro. Durante la lactancia, la leche continda con una concentracion moderada de
inmunoglobulinas, principalmente sintetizadas en la glandula mamaria. Después de la
ingesta de calostro, en el suero y secreciones nasales de potrillos se observan anticuerpos

IgA e IgG anti S. equi; las IgA adquiridas a través del calostro, son transportadas desde la
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sangre a la mucosa nasal de los recién nacidos. La sintesis de anticuerpos en el potrillo
comienza a los 16 dias después de nacer cuando existe una apropiada estimulacion
antigénica (Galan et al., 1986).

La leche proveniente de yeguas, recuperadas de gurma, contiene IgG e IgA con
especificidad similar a la del mucus nasofaringeo de equinos convalecientes. Por lo tanto,
sus potrillos lactantes se protegen con estos anticuerpos hasta el destete. La mayoria de los
equinos desarrolla una solida inmunidad durante su recuperacion de gurma, persistiendo
por mas de cinco afios en el 75% de los animales. La resistencia parece ser primariamente
humoral, mediada por anticuerpos anti-SeM (Timoney, 2004).

Las vacunas tipo bacterinas, producidas por termoinactivacion, fueron introducidas en los
afios 40°. Debido a que producian reacciones adversas fueron reemplazadas, creandose en
la década del 707, vacunas ricas en proteinas de pared celular que estimulan la actividad
opsonizadora del suero, pero no la mucosal (Timoney, 2004). Sin embargo, estas vacunas
en algunas zonas, no han influido en el curso de un brote. La ineficiencia de las vacunas
corrientes se deberia a una baja estimulacion de anticuerpos de la mucosa faringea, siendo
estos los mas importantes en la proteccion (Wallace et al., 1995).

La superficie de las mucosas constituyen un gran “6rgano” de los vertebrados y son una
barrera primaria para la entrada de microorganismos patégenos. Junto con los efectivos
mecanismos de limpieza mecénicos y fisicoquimicos, estas superficies mucosales son
protegidas por el sistema inmune local (Sheoran et al., 2002). El tejido tonsilar nasal y
orofaringeo es una barrera custodia de la inmunidad mucosal debido a su estratégica
localizacion a la entrada de los tractos respiratorio y digestivo (Kumar et al., 2001).

La estimulacion de anticuerpos en la mucosa local requiere la presentacion de un antigeno
idoneo, durante un tiempo suficiente, que estimule una respuesta mucosal mas completa
(Nally et al., 2001). La actividad de los anticuerpos es dependiente del isotipo y la
respuesta de estos, contra los organismos infecciosos no son distribuidos aleatoriamente
(Sheoran et al., 1997). El isotipo 1gG es el méas abundante en suero y calostro de yeguas,
mientras que IgA lo es en leche. El mayor isotipo en secreciones nasales de equinos adultos

es IgA, y en potrillos menores a 14 dias de edad es IgG (Sheoran et al., 2000).
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Las IgG e IgA, especificas para S. equi, en presencia de complemento muestran buena
actividad bactericida, indicando que son los isotipos involucrados en la opsonizacion
(Sheoran et al., 1997).

Para examinar el nivel de proteccién contra S. equi, por administracién de antigenos a
través de mucosas en equinos libres de gurma, se utilizaron vacunas de administracién oral
de S. equi muertas por paraformaldheido y, administracion intraperitoneal del mismo
producto mas un adyuvante no inflamatorio. Al desafio, la inmunizacion intraperitoneal
indujo anticuerpos sistémicos y mucosales, proporcionando un grado de proteccion; sin
embargo, en aquellos con inmunizacion oral, desarrollaron abscesos submandibulares vy,
aungue se aliviaron los sintomas de la enfermedad, no produjo anticuerpos cuantificables
en el suero o secreciones. La disminucion en la severidad de los signos clinicos
posiblemente se deba a un efecto celular por respuesta de células T, que esta asociada a la
recuperacion posterior a una infeccion por S. equi (Wallace et al., 1995).

Basado en la hipotesis de que la inyeccion parenteral de vacunas contra el gurma genera
una baja respuesta de la mucosa, se desarroll6 una vacuna viva, atenuada y acapsulada. Esta
vacuna estimulo respuesta de anticuerpos tanto sistémicos como mucosales, similar a la que
se produce durante el periodo de convalecencia. Ponis vacunados con esta cepa fueron
resistentes al desafio intranasal. Sin embargo, se describié descarga nasal, linfoadenopatia
faringea o submandibular, edema de los miembros y “gurmas bastardos” posterior a la
administracion de la vacuna, ademas que al cultivo no siempre fue diferenciable de cepas
silvestres de S. equi (Timoney, 2004).

Existen pocos reportes exitosos de manipulacion génica en S. equi, por ejemplo la
introduccién de un gen de sintesis de hialuronidasa e inhibicion por mutagénesis de la
sintesis de streptolisina. Los obstaculos para estas transformaciones son la capsula de acido
hialuronico y la densa pared celular, entre otras (Walker y Timoney, 2002).

Debido al éxito relativo de bacterinas y de vacunas atenuadas, actualmente se estudian las
vacunas de sub-unidades, que utilizan antigenos extraidos del patdgeno. Varias sub-
unidades de S. equi se estudian como eventuales vacunas; dentro de ellas, se mencionan la
proteina M (SeM) y, hemolisina de S. equi y, una adhesina homologa a la “Pneumococcal

surface adhesin A” o PsaA de S. pneumoniae, entre otras (Chanter, 2002).
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6. Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae es un patdgeno respiratorio humano(Catterall, 1999; Sethi y
Murphy, 2001) que causa enfermedades invasivas como neumonia, bacteremia y meningitis
con alta morbilidad y mortalidad en todo el mundo (Paton et al., 1993; Romero-Steiner et
al., 2003). ElI maximo riesgo de la enfermedad neumocaoccica invasiva se observa en nifios
de hasta dos afios y en mayores de 65 afios (Laine et al., 2004). En Chile esta bacteria es la
segunda causa de meningitis bacteriana aguda después de Neisseria meningitidis (Prado,
2001). S. pneumoniae también es altamente prevalente en infecciones menos serias como
otitis media y sinusitis (Ogunniyi et al., 2000, Jedrzejas, 2001). La adquisicion de
resistencia a maltiples antibiéticos debido al mal uso de ellos, ha exacerbado la morbilidad
y mortalidad por esta bacteria (Briles et al., 1998; Briles et al., 2001; Ogunniyi et al.,
2002). La Organizacion Mundial de la Salud sefiala que el impacto de la enfermedad
neumocaccica en seres humanos, a nivel mundial, es similar a la de tuberculosis. Se ha
enfatizado que el desarrollo de una vacuna contra S. pneumoniae esta entre las tres vacunas

prioritarias de los paises industrializados (Jado et al., 2001).

6.1. Vacunas

La primera estrategia preventiva contra S. pneumoniae, en seres humanos, fue la
inoculacion de bacterinas. Luego fueron polivalentes con polisacaridos de variados
serotipos (Jedrzejas, 2001; Swiatlo y Ware, 2003; Bogaert et al., 2004). Sin embargo,
debido a su inefectividad en nifios menores de dos afios, ancianos e inmunosuprimidos, se
estudian vacunas proteicas, que a diferencia de las polisacaridas, estimulan la respuesta
inmune T dependiente. Nuevas vacunas, de polisacaridos de diferentes serotipos,
conjugados con un toxoide bacteriano, han resultado eficientes para los grupos susceptibles
antes mencionados (Aréas et al., 2004); este tipo, la primera autorizada por la Food and
Drugs Administration (F.D.A.) ha sido introducida al mercado chileno y latinoamericano.
Las deficiencias que se le atribuyen son alto costo que dificultan su implementacion a gran
escala en paises en desarrollo y, que no posean los serotipos actuantes o prevalentes en
diferentes poblaciones, haciendo necesaria su reformulacién segln las diferentes areas
geograficas (Ogunniyi et al., 2000; Rapola et al., 2001; Ogunniyi et al., 2002; Swiatlo y
Ware, 2003; Aréas et al., 2004).
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7. Pneumococcal surface adhesin A (PsaA)

La neumonia en seres humanos causada por S. pneumoniae es de dificil diagndstico.
(Russell et al., 1990). En la busqueda de antigenos diagndstico comunes de S. pneumoniae,
se produjeron anticuerpos monoclonales encontrandose una proteina especie-especifica de
37 kDa en 24 cepas capsuladas. Estudios iniciales sugirieron que la proteina estaba
expuesta en la superficie de la pared celular, de alli su denominacion PsaA (Russell et al.,
1990, Sampson et al., 1994; Tharpe y Russell, 1996). Sin embargo, los posteriores analisis
han mostrado que por su tamafio no puede estar expuesta en la superficie. Los anticuerpos
que genera podrian difundir a través de capsula y pared celular, para interactuar con ella 'y
bloquear su funcién bioldgica (Ogunniyi et al., 2000). Ademas, mediante microscopia de
inmunofluorescencia se observé que la PsaA estaba oculta debajo de la pared celular y de la
capsula polisacarida y solo expuesta a los anticuerpos cuando se remueve la pared
(Johnston et al., 2004). EIl gen de la proteina PsaA se clono desde S. pneumoniae a E. coli,
determindndose su completa secuencia nucleotidica (Sampson et al., 1994; Tharpe y
Russell, 1996). El analisis del fragmento clonado identificd tres "marcos abiertos de
lectura", siendo el “marco abierto de lectura 2" el que codifica la PsaA. Este gen, formado
por 933 nucledtidos codifica para una proteina hidrofilica (Sampson et al., 1994). La PsaA
exhibe secuencias de aminoacidos similares a varias lipoproteinas de Streptococcus
gordonii, Streptococcus sanguis y Streptococcus parasanguis, donde todas parecen tener
directo o indirecto rol en promover la adhesion bacteriana a las células del hospedero
(Sampson et al., 1994; Berry y Paton, 1996; Tseng et al., 2002). Se ha confirmado
mediante PCR, la presencia del gen PsaA en los 90 serotipos existentes de S. pneumoniae
(Morrison et al., 2000; Jado et al., 2001; Gor et al., 2002; Palaniappan et al., 2005), y se ha
identificado y secuenciado en streptococos del grupo viridans (Jado et al., 2001). Por otra
parte al genoma de Listeria monocytogenes, bacteria intracelular facultativa, se le identificd
un gen que codifica la proteina “PsaA-Like” la cual promueve el ingreso y facilita la
supervivencia intracelular en macréfagos infectados (Réglier-Poupet et al., 2003).

Es importante sefialar que se han encontrado proteinas homologas a la PsaA, en las especies
S. equi y S. zooepidemicus, ambos patdgenos del equino (Harrington et al., 2000; Chanter,
2002).
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7.1. Funciones de la proteina PsaA

7.1.1. Adhesina

Dado que S. pneumoniae es capaz de colonizar y causar enfermedad del tracto respiratorio
bajo, la PsaA podria estar involucrada en la adherencia a esta superficie y asi tener algun
rol en la patogénesis (Sampson et al., 1994; Aréas et al., 2004; Baril et al., 2004). El rol de
la PsaA en la adhesién a mucosa u otras células fue sugerido por su alta homologia con
adhesinas de otros streptococos. Se observo que una mutacion en el gen PsaA de S.
pneumoniae cepa D39 tipo 2, disminuye su virulencia en ratones (Berry y Paton, 1996;
Briles et al., 2000; Johnson et al., 2002; Tseng et al., 2002; Aréas et al., 2004). Ademas, la
adherencia de estas cepas mutantes en células A549 (neumocitos tipo 1) fue s6lo el 9% de
lo observado en la cepa D39 tipo 2 (Berry y Paton, 1996; Pilling et al., 1998; Claverys et
al, 1999; Sethi y Murphy, 2001).

7.1.2. Transportador ABC

La PsaA de S. pneumoniae junto con ScaA de S. gordonii, SsaB de S. sanguis, y FimA de
S. parasanguis, comparten secuencias aminoacidicas similares y recibieron atencion
cuando se les identificd como potenciales adhesinas y factores de virulencia (Obaro et al.,
2001; Simell et al., 2001; Johnston et al., 2004). Sin embargo estudios recientes han puesto
esta caracteristica en debate. Ademas, la estructura de la PsaA no es consistente con una
funcién de adhesina (Johnston et al., 2004). El anélisis de la secuencia de la PsaA y las
otras proteinas relacionadas, han demostrado que son una nueva clase de proteinas
ligadoras de solutos. Estas proteinas son componentes de un tipo ABC permeasas, que
transportan cationes bivalentes como son Zn**, Fe?* y Mn*, a través de la membrana
citoplasmatica (Tseng et al., 2002). Estas proteinas se han denominado “Lipoproteinas
ligadoras de metales” (MBLs) y tendrian gran importancia en la fisiologia y patogenia de
los streptococos, pues mutantes deficientes en MBLs han mostrado ser menos virulentas
que las formas silvestres en modelos animales (Harrington et al., 2000).
El complejo transportador “Psa” esta formado por el producto de tres genes: PsaB (una
proteina ligadora de ATP), PsaC (proteina integral de membrana) y PsaA (proteina
ligadora de soluto) (Novak et al., 1998; Marra et al., 2002; Johnston et al., 2004). La PsaA
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esta involucrada en el transporte de Mn**, dado que una mutacién en ella conduce a un
requerimiento absoluto de Mn** para poder crecer (Dintilhac et al., 1997; Ogunniyi et al.,
2002; Tseng et al., 2002; Bogaert et al., 2004; Johnston et al., 2004). Ademas, su mutacion
altera la expresion de las enzimas SOD y NADH oxidasa, sugiriendo que juega un rol
importante en la expresion de estas enzimas y en la homeostasis “redox” intracelular
(Tseng et al., 2002; Johnston et al., 2004). Los estudios cristalograficos han revelado que la
PsaA podria ligar también Zn % (Pilling et al., 1998 De et al., 2000; Ogunniyi et al., 2002).
La inactivacion del operon psa causa defectos en el crecimiento, competencia, adherencia,

virulencia y defensas contra un estrés oxidativo (Johnston et al., 2004).

7.2. Inmunidad de la proteina PsaA

Cuando se descubrié que la PsaA era conservada y comun para todos los serotipos de S.
pneumoniae se considerd una proteina candidata para ser utilizada en vacunas, sola o en
combinacién con otras proteinas propias de la especie como neumolisina o la
pneumococcal surface protein A (PspA) (Sampson et al., 1997). La produccién masiva de
PsaA nativa ha sido impedida por su baja expresion en todas las cepas de neumococos y por
ser dificil de purificar (Tharpe y Russell, 1996; De et al., 2000), es por esto que se
desarroll6 un sistema simple de expresion procarionte que provee proteina PsaA
recombinante (rPsaA) purificada de alta calidad (De et al., 2000). El rendimiento (mg/l de
proteina PsaA) obtenido en E. coli es mucho mayor al obtenido en S. pneumoniae, siendo
inmunolégicamente indistinguible la rPsaA de la PsaA nativa y exhibiendo las mismas
propiedades al formular vacunas (De et al., 2003).

Los linfocitos B de adenoides de nifios han mostrado secretar IgA, 1gG e IgM contra la
PsaA y otros tres antigenos proteicos. Diferentes estudios sugieren que personas portadoras,
infectadas, 0 expuestos a heumococos generan respuesta inmune local y sistémica contra
PsaA y otros antigenos proteicos (Zhang et al., 2002). Ademas se demostré que los anti-
PsaA desarrollados naturalmente en humanos o estimulados por rPsaA en animales,
previenen la adherencia del neumococo a las células epiteliales nasofaringeas (Romero-
Steiner et al., 2003; Aréas et al., 2004). En diferentes estudios se ha aplicado el modelo
raton, asi la inmunizacion con PsaA purificada los protegio contra un desafio de 45 veces
la dosis letal 50 (Talkington et al., 1996; Sampson et al., 1997; Crook et al., 1998; Miyaji
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et al., 2002). Otros autores empleando anticuerpos anti-PsaA redujeron la colonizacion y
portacion del neumococo. Su unidn a PspA otorga un nivel mas alto de proteccion (Briles et
al., 2000; Ogunniyi et al., 2000; Briles et al., 2001; Simell et al., 2001; Miyaji et al., 2002;
Romero-Steiner et al., 2003). Otros ratones inmunizados fueron protegidos de la
colonizacion pulmonar y septicemia (Romero-Steiner et al., 2003). La inoculacion
intranasal de una rPsaA ha sido altamente inmunogénica, protegiendo de la colonizacion
sin necesidad de adyuvante (Scott et al., 2002). La unién de rPsaA con un potente
adyuvante mucosal como es la subunidad B de la toxina colérica denominada CTB, genera
gran produccién de IgG en suero e IgA en saliva (Aréas et al., 2004) vy, si esta rPsaA-CTB
es transportada por microesferas de alignato, inhibe la colonizacion pulmonar y septicemia
por S. pneumoniae (Seo et al., 2002; Bogaert et al., 2004).

Una vacuna mas reciente de DNA, con un plasmidio que expresa la PsaA, induce tanto
respuesta humoral como celular, observandose aumento de IFN-y en células del bazo
(Miyaji et al., 2002). Estas vacunas activan linfocitos T citotoxicos que reconocen
antigenos presentados por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase |
(MHC-1) (Gurunathan et al., 2000; Srivastava y Liu, 2003). Las ventajas de las vacunas
DNA incluyen una eficiente respuesta inmune primaria tanto celular como humoral y bajo
costo de produccion debido a la facil manipulacion del DNA recombinante (Gurunathan et
al., 2000; Miyaji et al., 2002).

El uso de proteinas para el desarrollo de vacunas podria tener limitaciones dada su
conformacién tridimensional, pues los potenciales epitopes pueden ser escondidos o
blogueados. Ademas las proteinas pueden dar origen a efectos no deseados. Una forma para
evitar estas desventajas al usar proteinas para vacunas es identificar, aislar y sintetizar
péptidos inmunoreactivos (epitopes) de la proteina. Asi los epitopes son pequefias unidades
de aminoacidos de la proteina que pueden ser lineales, mas faciles de sintetizar y de menor
costo (Johnson et al., 2002). Se han identificado, aislado, secuenciado y descrito tres
epitopes de la PsaA mediante el uso de anticuerpos monoclonales de raton anti-PsaA. Estos
epitopes, de 15 aminoacidos cada uno, demostraron estimular una respuesta inmune que

inhibe la colonizacidn de un neumococo (Srivastava et al., 2000; Johnson et al., 2002).
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OBJETIVO GENERAL

Obtener una proteina recombinante a partir de Streptococcus pneumoniae, con

posible aplicacién inmunoldgica contra gurma equino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Amplificar el gen de la proteina PsaA de Streptococcus pneumoniae, mediante la
técnica de PCR.

Transformar la cepa Escherichia coli DH50. (Novagen®), con el gen PsaA ligado al

plasmidio pET15b (Novagen®) como vector de expresion.

Expresar y purificar la proteina PsaA, en la cepa de Escherichia coli BL21DE3

(Novagen®).

Evaluar, mediante dos técnicas bioquimicas y una inmunolégica, la expresion de la
proteina PsaA.
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MATERIAL Y METODOS

El trabajo experimental se desarrollé en el Centro de Investigacion y Desarrollo (C.1.D.)
del Instituto de Salud Pdblica de Chile (1.S.P).

MATERIAL

e Cepas bacterianas: Streptococcus pneumoniae serotipo 14 (aislado clinico, 2000),
Escherichia coli DH5a (para clonamiento) y, Escherichia coli BL21DE3 (para expresion)

(Novagen®).

e Plasmidios: pETBlue-1 y pET-15b (Novagen®). Ambos con gen resistencia a

ampicilina.

e Insumos de biologia molecular: enzima Pfu DNA polimerasa para PCR y reactivos
nesesarios (Novagen®), enzimas de restriccion BamH I, Xho | y, reactivos necesarios
(Promega®), enzima ligasa y reactivos necesarios (Promega®), reactivos para extension con
poli adeninas (Invitrogen®), anticuerpo policlonal de conejo anti His-Tag (6 Histidine)

(USBiological®), anticuerpo anti IgG de conejo (Sigma®).
e Partidores para el gen PsaA: se utilizaron los partidores disefiados en el C.1.D. del
I.S.P. de Chile. Subrayado se muestran los sitios de corte para las enzimas BamH |y Xho I,

respectivamente.

»  Directa: 5-CTCGAGATGAAAAAATTAGGTACATTAC-3
»  Reversa: 5-GGATCCTTATTTTGCCAATCCTTCAGC-3"
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e Medios de cultivo:

» Caldo Luria-Bertani (LB): triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L.

» Caldo LB/g: caldo LB, glucosa 4 g/L.

» Caldo LB/a/g: caldo LB, ampicilina 0,1 g/L, glucosa 4 g/L.

» Agar LB/a: caldo LB, agar 15 g/L, ampicilina 0,1 g/L.

» Agar LAXI: caldo LB, agar 15 g/L, ampicilina 0,1 g/L, isopropiltiogalactésido (IPTG)
5 X 10" mM, 5-bromo-4-cloro-3indol-B-D-galactopiranésido (X-Gal) 0,05 g/L.

Soluciones para lisis alcalina: preparadas segin Sambrook et al. (1989).

Soluciones para geles de acrilamida: preparadas segun Abelson y Simon (1990).

Solucion Tampén de lisis 2x: tris-HCI 0,5 M pH 6,8, dodecyl sulfato de sodio (SDS)
10%, glicerol 5%, azul de bromo fenol 0,5%, 2-mercaptoetanol 2,5%.

Soluciones para purificacion de proteinas desde resina Ni-Nta (Novagen®):

> Tampon de lisis: tris-HCI 50 mM pH 8,5, phenyl methyl sulfonyl fluoride
(PMSF) 1mM diluido en 500 pl de dimetil sulféxido (DMSO), 2- mercaptoetanol 5
mM.

> Solucién A: tris-HCI 20 mM pH 8,5, KCI 100 mM, glicerol 10%, 2-
mercaptoetanol 5 mM, imidazol 20 mM.

> Solucién B: tris-HCI 20 mM pH 8,5, KCI 1 M, glicerol 10%, 2-

mercaptoetanol 5 mM.

> Solucién C: tris-HCI 20 mM pH 8,5, KCI 100 mM, glicerol 10%, 2-

mercaptoetanol 5 mM, imidazol 500 mM.
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e Soluciones para western blot:

> Tampon fosfato salino (PBS) pH 6,8: NaCl 8 gr/L, KH,PO, 0,2 gr/L,
Na,HPO, 1,145 gr/L, KCI 0,2 gr/L.

PBS Tween: tween 20 0,05 M, PBS.

Solucidn de dilucion: BSA 10 gr/L, PBS.

Leche descremada: leche descremada 5%, PBS.

Solucion de revelado (BCIP/NBT): 5-bromo-4-cloro-3-indolyl-fosfato-

Y V V V

nitroblue tetrazolium (Calbiochem®).

e Equipos: agitador Thomas 3623, agitador magnético Nova 1l, balanza Precision JK
180, bafio termorregulado Memmert, vortex o mezclador Thermolyne 37600, camara de
electroforesis, centrifuga Sorvall® RC 26 PLUS, equipo de cromatografia,
espectrofotometro Genesis 10 UV, estufa de cultivo, fuente de poder Apparatus
Corporation EC 135, microcentrifuga ALC 4214, pH metro Hanna Instrument 9321,
refrigerador, agitador chico Lab. Companion SI-600, agitador grande Innova ™ 4300,

sonicador Fisher Scientific 100, termociclador MJ Research, Inc PTC-100™.

e Otros: geles de agarosa 1%, geles de poliacrilamida 10% segun Abelson y Simon
(1990), estandar de peso molecular para proteina: Bench mark prestained protein ladder
(Invitrogen®), estandar pretefiido para proteina (Fermenta®), micropipetas Eppendorf de 10
a 5000 pul, puntas desechables para micropipetas, microtubos Eppendorf de 200 a 2000 pl,
“Kit” de purificacion de DNA “Gel Extraction” (D2501-01) E.Z.N.A.®, columna de
afinidad Ni-Nta (Novagen®), guantes desechables, programa computacional Primer-

Premier.
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METODOS

Para la obtencién de proteina rPsaA, el laboratorio C.I1.D. emplea el siguiente diagrama de
flujo (DF):

1. Amplificacién gen PsaA por PCR vy purificacién desde gel de agarosa 1%
v

2. Extension de gen PsaA con poli adeninas y ligacién al plasmidio pETBIlue-1

v

3. Transformacion de E. coli DH5a con PsaA/pETBlue-1
v

4. Purificacion de PsaA/pETBIue-1 por lisis alcalina y digestion doble con BamH | y Xho |
v

5. Purificacion gen PsaA desde gel de agarosa 1% 6. Digestion doble con BamH |y Xho | de pET-15b

v v

7. Ligacion del gen PsaA al plasmidio pET-15b
v

8. Transformacion de E. coli DH5a con PsaA/pET-15b 9. Anélisis de colonias por PCR
v

10. Purificacion de PsaA/pET-15b por lisis alcalina y digestién doble con BamH 1 'y Xho |
v

11. Transformacién de E. coli BL21DE3 con PsaA/pET-15b

v

12. Expresion y produccion de rPsaA en E. coli BL21DE3. Analisis en gel de poliacrilamida 10%
v

13. Purificacién de rPsaA y analisis en gel de poliacrilamida 10%

/ \

14a. Western blot 14b. Secuenciacién automatica gen PsaA
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e Amplificacion del gen de la proteina PsaA (PsaA), por técnica PCR (DF: 1y 9).

La técnica PCR se utiliza tanto para amplificar el gen PsaA desde S. pneumoniae, como
para identificar clones de E. coli DH5a. con el plasmidio PsaA/pET-15b. En cada caso, se
utiliza una muestra bacteriana diferente llamada templado (S. pneumoniae o E. coli DH5a

respectivamente). Se utiliza el siguiente protocolo:

Templado 2 ul

Tampon 10x (Novagen®) 5 ul Programa P.CR
MgCl, (Novagen®) 1 ul 95°C x 3 min.
dNTP mix 1 ul . 95°Cx1 min.
Partidor Directo PsaA 2 ul 30ciclos PCx1 min.
Partidor Reverso PsaA 2 ul 72°Cx1 min.
Taq DNA Pfu (Novagen®) 0,5 ul 72°C x 10 min.
Agua dd. 36,5 pl 4°Cx o
Volumen final 50 pl

Aceite mineral 20 ul

e Purificacion del gen PsaA desde gel de agarosa (DF: 1y 5).
Se utiliza el “Kit” comercial “Gel extraction” (D2501-01) E.Z.N.A.®, segln instrucciones

del fabricante.

e Extension del gen PsaA con poli adeninas (DF: 2).
Dado que durante el PCR la enzima Tag DNA Pfu no adiciona adeninas en los extremos
del gen amplificado, ellas deben ser adicionadas previo al proceso de ligacion del gen PsaA

al plasmidio de clonamiento pETBIlue-1. Se utiliza el siguiente protocolo:

Tampo6n 10x (Invitrogen®) 1l
MgCl, (Invitrogen®) 2 ul
dATP (Invitrogen®) 2 ul
Gen PsaA purificado 4 ul
Taq Polimerasa (Invitrogen®) 1l
Volumen final 10 pl

La reaccion se lleva a cabo en termociclador a 70°C por 30 min.
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e Ligacion del gen PsaA a plasmidios pETBIlue-1 o pET-15b (DF: 2y 7).

La técnica se utiliza para ligar el gen PsaA tanto al plasmidio pETBlue-1 como al
pET-15b. El plasmidio de clonamiento pETBIlue-1 se encuentra abierto y en sus extremos
posee timinas que se complementan con las adeninas adicionadas al gen PsaA (DF: 2). El
plasmidio pET-15b debe ser digerido con las enzimas de restriccion BamH | y Xho |

(DF: 6), previo a la ligacion con el gen PsaA. Se utiliza el siguiente protocolo:

Gen PsaA purificado (+ poli A) 2l
Plasmidio pETBIlue-1/pET-15b 1l
Tampén de ligacién 5x (Promega®) 2 ul
T4 DNA Ligasa (Promega®) 4l
Agua dd. 1l
Volumen final 10 pl

Se incuba en bafo termorregulado a 16°C por una noche. Luego para inactivar la enzima,

se incuba en termociclador a 65°C por 10 min.

e Transformacion de E. coli DH5a o E. coli BL21DE3 con mezclas de ligacion

PsaA/pETBIlue-1 0 PsaA/pET-15b (DF: 3,8y 11).

La transformacion define a la bacteria cuando incorpora DNA desde el medio
extracelular (conjugacidn); en este caso para originar clones de la cepa transformada. Se
utiliza el protocolo de Sambrook et al. (1989): en un tubo Eppendorf de 200 pl se mezclan
20 pl de la cepa E. coli, previamente tratada con CaCl, 100mM que permeabiliza la
membrana celular para el ingreso del plasmidio al momento de la transformacion y, 5 pl de
la mezcla de ligacion. Se incuba en hielo por 45 min.; luego un pulso de calor en
termociclador a 42°C por 1 min. La mezcla se lleva a un tubo con 1 ml. de caldo LB e
incuba a 37°C en agitacion (220 rpm) por 1 hora. Luego se siembran 100 ul en agar LAXI
(transformacion de E. coli DH5a con PsaA/pETBIlue-1) o en agar LB/a (transformacion de
E. coli DH5a 0 BL21DE3 con PsaA/pET-15b). Las placas se incuban a 37°C por una
noche y, se conservan a 4°C. Se realiza en paralelo una transformacion de estas cepas con
el plasmidio pET-15b como control positivo (presencia de colonias en agar LAXI o LB/a a

las 24 horas de incubacion a 37°C).
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e Purificacion de plasmidios PsaA/pETBIue-1 o PsaA/pET-15b (DF: 4 y 10).
Los plasmidios PsaA/pETBIue-1 o PsaA/pET-15b se purifican desde colonias de E. coli
DH5a 0 BL21DE3 mediante lisis alcalina segun Sambrook et al. (1989).

e Digestion doble con BamH | y Xho | de plasmidios pET-15b, PsaA/pETBIlue-1y

PsaA/pET-15b (DF: 4, 6 y 10).

Esta técnica, necesaria para cortar el plasmidio pET-15b, se utiliza en a) la ligacién del
gen PsaA, b) la liberacion del gen PsaA desde el plasmidio pETBIlue-1 y c) para asegurar la
presencia del gen en el plasmidio pET-15b. La liberacion del gen es posible dado que posee
un sitio de corte para la enzima de restriccion BamH | en uno de sus extremos y un sitio de
corte para Xho | en el otro. Estos sitios de corte son disefiados en los partidores después de
analizar una secuencia descrita en la literatura para el gen, en donde no se observa sitios de

corte internos para estas dos enzimas. El protocolo es el siguiente:

DNA plasmidial 5ul
Tampon D 10x 2 ul
BSA 0,2 ul
BamH I 2 ul
Xho | 2 ul
Agua dd. 8,8 ul
Volumen final 20 pl

Se incuba en bafio termorregulado a 37°C por 4 horas.

e Expresion y produccion de proteina recombinante PsaA (rPsaA) en E. coli

BL21DE3 (DF: 12). Analisis en gel de poliacrilamida (DF: 12 y 13).

Para determinar la mejor expresion (calidad) de la proteina rPsaA, antes de su
produccion, se realiza un ensayo en un pequefio volumen con el siguiente protocolo: Se
repica una colonia en 3 ml de caldo LB/a/g e incuba a 37°C en agitacién a 220 rpm. durante
una noche. Se traspasan 30 pl del cultivo a dos tubos con 3 ml de caldo LB/g que se
incuban a 37°C en agitacion a 220 rpm. hasta alcanzar una densidad Optica ODggg entre
0,4 — 0,5. Luego sélo un tubo se induce con 5 pl de IPTG 0.1 M; la temperatura de ambos
tubos se baja a 30°C, incubandose los cultivos por tres horas. De cada tubo se muestrean

500 pl cada 1 hora, comparandose las densidades dpticas entre inducido y no inducido. Se
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considera tiempo cero al previo a la induccion. Cada muestra se centrifuga a 12.000 rpm
por 5 minutos y el sedimento se resuspende en 50 pl de agua dd. més 50 pl de tampdn de
lisis 2x para su posterior analisis en gel de poliacrilamida. El tubo sin IPTG es el control
negativo. Como control positivo de expresion, se utiliza el plasmidio pET-15b que tiene
inserto el gen N del virus respiratorio sincicial; la expresion del gen N se ha estandarizado
para 30°C, temperatura aqui utilizada.

En el gel se busca la presencia de una proteina de peso aproximado a 37 kDa., que
caracteriza a la rPsaA, frente a un estandar de migracion para ese peso molecular. La
proteina se incrementa en el tiempo sélo en los tubos inducidos. Las muestras se conservan
a -20°C. De los muestreos, se selecciona el clon con presencia de la proteina en estudio y
con mayor diferencial en densidad 6ptica ODgo (tubo con y sin induccidn), el que se
expresara en 10 litros de caldo. El sedimento o producto luego de la induccion, incubacién

y centrifugacion, se conserva a -20°C.

e Purificacion de rPsaA y andlisis en gel de poliacrilamida (DF: 13).

Para purificar la rPsaA se utiliza una columna de niquel que posee afinidad por histidina
(columna de afinidad Ni-Nta, Novagen®). La secuencia nucleotidica presente en un extremo
del plasmidio pET-15b, adyacente al gen PsaA, codifica seis histidinas, las que son
adicionadas a un extremo de la proteina rPsaA y de esta forma se puede unir a la resina de
la columna.

La purificacion del sedimento bacteriano utiliza el siguiente protocolo: el sedimento se
resuspende en 15 ml de tampon de lisis y se agrega una punta de espatula de lisozima; la
mezcla se sonica y luego se incuba en hielo por 30 min.; se resonica y centrifuga a 20.000
rpm por una hora. Se extrae el sobrenadante y se filtra por Millipore de 0,45 um.

La columna de afinidad, con 5 ml de resina, se ambienta con 15 — 20 ml de solucion Ay
después se cargan 20 ml de la muestra filtrada. Posteriormente la columna se lava con:
solucion A (5 veces el volumen de la muestra); solucién B (2 veces el volumen de la
resina); solucion A (20 ml) y finalmente eluida con solucion C. Se recolectan fracciones de
1 ml. La solucion C posee una gran concentracion de imidazol que compite por el niquel
con la proteina recombinante; cuando la concentracion de imidazol supera a la de proteina,

ésta se despega y es eluida.
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La purificacion de la proteina recombinante se analiza en gel de poliacrilamida,

determinandose su presencia.

e Western blot (DF: 14a).

Esta técnica inmunoldgica se utiliza para evaluar la purificacion de rPsaA luego de su
paso por la columna de afinidad Ni-Nta. Las proteinas se transfieren desde el gel de
poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (GibcoBRL®) durante 1 hora a 100 volts.
Posteriormente la membrana se bloquea con leche descremada 5% durante una noche a
4°C. Luego se lava tres veces con PBS tween durante 5 minutos en agitacion. Se incuba
con el primer anticuerpo policlonal anti His-Tag (6 Histidine) diluido 1:2500 en PBS
durante dos horas a temperatura ambiente. Luego se lava tres veces con PBS tween durante
5 minutos en agitacion. Se incuba con el segundo anticuerpo anti IgG de conejo conjugado
con fosfatasa alcalina (Sigma ®) diluido 1:3000 en PBS durante una hora a temperatura
ambiente. Se repite el lavado y se incuba con la solucion de revelado (BCIP/NBT) hasta
observar reaccion en la membrana. Finalmente la membrana es lavada tres veces con agua

destilada durante cinco minutos.
e Secuenciacion automatica del DNA plasmidial (DF: 14b).

La secuenciacion automatica del plasmidio PsaA/pET-15b es realizada por la Facultad de

Ciencias de la Universidad de Chile.
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RESULTADOS

e Amplificacion del gen de la proteina PsaA (PsaA), por PCR desde un aislado
clinico (afio 2000) de Streptococcus pneumoniae serotipo 14.

En gel de agarosa al 1% se observé un amplicon, o fragmento amplificado, de un

tamarfio entre 2.027 y 564 pares de bases. En Fig. 1 se observa, en el carril 1: estdndar Hind

I11; carril 2: fragmento amplificado por PCR.

Fig. 1: Gel de agarosa 1%.
Amplificacion por PCR del gen PsaA
de S. pneumoniae

2.322 pb
2027 pb —>
— amplicén

564 pb —p

e Anélisis de colonias obtenidas de la transformacion de E. coli DH5a con mezcla
de ligacion PsaA/pETBIlue-1
Macroscopicamente las colonias de E. coli DH5a transformadas con la mezcla de
ligacion y sembradas en agar LAXI, originaron colonias blancas y azules. Siendo las
blancas las sospechosas de poseer el gen PsaA ligado en el plasmidio pETBIlue-1, se
seleccionaron 18 de ellas; ademas se tomo una azul como control negativo. Los cultivos de

todas ellas fueron sometidos a la purificacién de sus plasmidios por lisis alcalina.
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e Purificacion del plasmidio PsaA/pETBIlue-1 por lisis alcalina
En gel de agarosa se observd que en la purificacion de los plasmidios, de los 18
cultivos de colonias sospechosas, sélo los clones 8 y 13 presentaron un patron de migracion
menor comparado con el control negativo (colonia azul: Al). En la Fig. 2 se observa, en los
carriles 1 y 21: estandar Hind I11; carriles 2 al 19: colonias sospechosas 1 a 18; carril 20:
control negativo A1. Ambos clones sospechosos, junto con el control negativo, fueron los

seleccionados para realizarles una digestion doble con las enzimas BamH | y Xho I.

Fig. 2: Gel de agarosa 1% analisis de lisis
alcalina de colonias transformadas

e Digestion doble del plasmidio PsaA/pETBIue-1 con BamH 1y Xho |

En gel de agarosa 1% se observaron las digestiones dobles de los plasmidios de los
clones 8, 13 y control negativo. Tanto el 8 como el 13 liberaron un fragmento muy similar
entre ellos y de un tamafio parecido al amplicon previamente obtenido de S. pneumoniae. El
control negativo no liber6 fragmento, pero al ser digerido quedd lineal. El fragmento
liberado por el clon 13, por ser el mas visible, fue el seleccionado para ser purificado desde
la agarosa. En la Fig. 3 se observa, en el carril 1 el estandar Hind IlI; carril 2: clon 8; carril
3: clon 13; carril 4: control negativo Al.
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Fig. 3: Gel de agarosa 1%. Digestion
doble de clones 8, 13y Al.

4.361 pb—p
2.322 pb—»p

Fragmento
liberado
564 pb —»

e Anélisis por PCR de las colonias obtenidas en la transformacion de E. coli DH5a
con mezcla de ligacion PsaA/pET-15b
De la transformacién de E. coli DH5a con la mezcla de ligacién PsaA/pET-15b, se
obtuvieron 7 colonias homogéneas en el medio de agar con ampicilina, las que fueron
analizadas mediante PCR para detectarles el gen PsaA. En gel de agarosa se observo, desde
las colonias 2, 3, 4, 5y 6, la amplificacién de un fragmento de tamafio aproximado a 930
pares de bases. Este fragmento no se observé nitidamente en la colonia 1 y en la colonia 7
no hubo evidencia de amplificacién. En la Fig. 4 se observa, en los carriles 1 al 7 los clones

1 al 7; carril 8: estdndar ®X 174.
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Fig. 4: Gel de agarosa 1%. Andlisis
mediante PCR de colonias

transformadas.

e Digestion doble del plasmidio PsaA/pET-15b con enzimas BamH 1y Xho |
La digestion doble se realizé a las 7 colonias. En gel de agarosa se observo que sélo
de los clones 2, 3, 4 y 6 se liber6 un fragmento del tamafio esperado. Se determind
seleccionar los clones 4 y 6 para los estudios de expresion. En la figura 6 se observa en el

carril 1: estandar Hind 111; carriles 2 al 8: clones 1 al 7; carril 9: estdndar ®X 174.

Fig. 6: Gel de agarosa 1%. Andlisis
mediante digestion doble.

—3 1078 pb

872 pb
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e Anadlisis de la expresion de la rPsaA en la cepa E. coli BL21DE3

Una vez obtenida exitosamente la transformacion de la cepa E. coli BL21DE3 con la
mezcla de ligacion PsaA/pET-15b, se seleccionaron las colonias 4 y 6 cuyos analisis de
PCR y digestion doble evidenciaron la presencia de un gen, presumiblemente PsaA, en el
plasmidio pET-15b. Estas colonias sometidas a un estudio de expresion con analisis en gel
de poliacrilamida revelaron una proteina de aproximadamente 37 kDa. s6lo en los tubos
inducidos con IPTG. Cabe sefialar, que no existiendo diferencias entre las figuras 7 y 8,
como resultado del estudio de expresion, se observé una mayor diferencia en densidades
Opticas en el clon 6, entre tubos positivo y negativo. Debido a esto, el clon 6 fue
seleccionado para la produccién de la rPsaA y posterior purificacion en columna Ni-Nta,
analisis mediante Western blot y secuenciacién automatica. En las Figs. 7 y 8 se observa la
expresion de los clones 4 y 6 respectivamente. Carril 1: estdndar Bench mark prestained
protein ladder; carriles 2 y 3: 1 hora post induccion; carriles 4 y 5: 2 horas post induccion;

carriles 6 y 7: 3 horas post induccion. El signo (+) representa los tubos inducidos con IPTG,

el signo (-) representa los tubos no inducidos.

Fig. 7: Gel de poliacrilamida 10 %.
Proteina rPsaA clon 4.

1234567
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Fig. 8: Gel de poliacrilamida 10%.
Proteina rPsaA clon 6.
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-
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e Analisis de la purificacion de la rPsaA desde columna de afinidad Ni-Nta
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En gel de poliacrilamida se observo la obtencion de una proteina con un peso cercano
a 37 kDa., con caracteristica de soluble en el sobrenadante del extracto bacteriano cargado
en la columna de afinidad Ni-Nta. Se logré obtener la proteina relativamente purificada con
algunos contaminantes proteicos; ademas, se evidencia que una gran proporcion de la
proteina en busqueda, se pierde en la fraccion 1. Fraccion 1 corresponde al producto del
extracto total proteico filtrado por la columna de afinidad Ni-Nta. En la Fig. 9 se observa,
en el carril 1: estandar Bench mark prestained protein ladder; carril 2: cultivo de 3 horas

post induccion; carril 3: fraccion 1 ; carril 4: rPsaA eluida con solucién C; carril 5: cultivo
de 3 horas sin induccion.

Fig. 9: Gel de poliacrilamida 10 %.
Analisis de purificacion proteina rPsaA
clon 6 desde columna Ni-Nta.
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e \Western blot
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Por este método se observo que el anticuerpo policlonal anti His-Tag (6 Histidine) de
conejo, utilizado para identificar los residuos de histidina adicionados a la proteina
purificada, reacciond positivamente con ésta en una union especifica. En la Fig. 10 se
observa, en el carril 1: estandar pretefiido para proteina (Fermenta®); carril 2: reaccion del

anticuerpo policlonal anti His-Tag (6 Histidine) con la proteina rPsaA purificada.

Fig. 10: Membrana de Nitrocelulosa.
Anélisis inmunoldgico de rPsaA por
técnica Western blot.

12

46,8 kba —»

32kba —»

e Secuenciacion automética del DNA plasmidial
La secuencia obtenida por la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile,
presentd un marco abierto de lectura de 929 pares de bases. Para obtener la secuencia
peptidica se utilizé el programa Primer-Premier. La secuencia nucleotidica fue comparada
en una base de datos, con otras secuencias descritas en la literatura mediante el programa
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). El resultado de las secuencias
nucleotidica y peptidica se observan en el anexo 1. El resultado de la comparacion entre

esta secuencia y otras descritas en literatura se observan en los anexos 2 y 3.

DISCUSION
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El desarrollo de vacunas ha podido proteger a las poblaciones humana y animal,
disminuyendo la morbilidad y la mortalidad por infecciones bacterianas y virales, incluso
con su uso algunas enfermedades han sido erradicadas del mundo, como es el caso de la
viruela en el ser humano (Ogra et al., 2001). Existen distintos tipos de vacunas, por
microorganismos Vvivos atenuados, con el riesgo de que pierdan la atenuacion y produzcan
la enfermedad; otras utilizan microorganismos enteros muertos por calor o por algin
método quimico. En los dltimos afios, mediante el uso de ingenieria genética, se han
desarrollado vacunas que utilizan fracciones o sub-unidades del microorganismo
(polisacéaridos, proteinas, conjugados de polisacaridos y de proteinas). Las sub-unidades
proteicas de un agente pueden producirse en otras especies bacterianas, como E. coli, las
que producen una proteina recombinante (rProt) muy similar a la nativa. Por otra parte,
otras reemplazan la sub-unidad proteica por el DNA del patdgeno que contiene el gen para
el antigeno de interés.

Para prevenir la papera equina o gurma, se han formulado distintos tipos de vacunas;
sin embargo, aln no se ha encontrado una que proteja eficientemente. En el estudio de
distintas proteinas de la bacteria para formular vacunas de sub-unidad, se ha estimado
interesante, como en este trabajo, utilizar una proteina homoéloga a la Pneumococcal surface
adhesin A (PsaA) de Streptococcus pneumoniae (Chanter, 2002). Esta proteina, importante
factor de virulencia, es conservada en los 90 serotipos descritos en S. pneumoniae, presenta
homologia con proteinas de otros streptococos (Morrison et al., 2000; Jado et al., 2001; Seo
et al., 2002), y puede ser un inmundgeno de utilidad contra S. equi, causal de gurma
(Chanter, 2002). Debido a estudios que sefialan dificultades en la produccidn y purificacion
de grandes cantidades de esta proteina desde S. pneumoniae (Tharpe y Russell, 1996; De et
al., 2000), en este trabajo se obtuvo en una forma recombinante desde E. coli.

La cepa de Streptococcus pneumoniae aqui utilizada, mantenida en alicuotas a -20°C y
desde la cual se amplificd el gen, permitid obtener siempre un fragmento del mismo
tamafo, asegurando una reserva estable en el tiempo del gen PsaA, situacion que fue
esencial para la realizacion de este trabajo.

Para amplificar el gen PsaA desde la cepa S. pneumoniae utilizada y al no existir una
técnica de PCR estandarizada, se empled partidores disefiados por el laboratorio y se

experimentaron cambios en la concentracion de MgCl, y en la temperatura de annealing en
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el programa de PCR, hasta que se logro una reaccion mas especifica, es decir, una banda
Unica, bien definida y de un tamafio aproximado a 930 pb que es el descrito para este gen
(Sampson et al., 1994).

Los partidores disefiados en el laboratorio del Centro de Investigacion y Desarrollo son
diferentes a los descritos en la literatura; estas diferencias son en relacion a sus tamafios,
algunas secuencias nucleotidicas y, en las enzimas de restriccion. También hubo diferencias
con los programas de PCR sefialadas en otras publicaciones; sin embargo, con los cambios
aqui incorporados, se obtuvo un fragmento amplificado muy similar a los obtenidos por
otros autores, lo que demuestra que el gen PsaA no presenta grandes cambios en su
secuencia entre las diferentes cepas de S. pneumoniae que han sido utilizadas, incluyendo la
de este trabajo (Sampson et al., 1997; De et al., 2000; Morrison et al., 2000; Miyaji et al.,
2002).

Una vez amplificado el gen, debio purificarse y para esto ultimo, el empleo del “Kit”
comercial “Gel extraction” (D2501-01) E.Z.N.A.® fue eficiente en este propésito.

Para realizar la ligacién del gen al plasmidio de clonamiento, previamente debid
extenderse el gen con poliadeninas a objeto de complementarlo con los extremos del
plasmidio. Este producto ligado, PsaA/pETBIue-1, fue el introducido en la cepa de
clonamiento E. coli DH5a, es decir en aquella que al originar colonias diferentes, permite
seleccionarlas macroscopicamente segln su color. Las colonias blancas son las sospechosas
de incorporar un PsaA/pETBIue-1, no asi las azules que son indicativas de incorporar un
plasmidio pero sin el gen insertado, como fue el resultado obtenido aqui al analizar ambos
tipos de colonias. La presencia en agar LAXI de colonias azules y blancas, obtenidas en la
transformacion de E. coli DH5a con mezcla de ligacion PsaA/pETBIlue-1, se debe a que el
plasmidio pETBIue-1 posee el gen lacZ; este gen es funcional cuando el plasmidio se cierra
solo (durante la ligacion con el gen PsaA). El gen lacZ sintetiza la enzima (3-galactosidasa,
la cual es inducida en este caso por el IPTG, que degrada el X-Gal presente en agar LAXI,
originando una coloracion azul a colonias transformadas con este plasmidio. Sin embargo,
si el gen PsaA se inserta en el plasmidio, el gen lacZ queda interrumpido y la enzima no se
sintetiza, originando colonias blancas (Sambroock et al 1989).

La lisis alcalina, metodologia utilizada para purificar plasmidios desde cepas

bacterianas, es una técnica economica, facil de implementar (Sambroock et al 1989), pero
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tiene las desventajas de tener una menor eficiencia en la pureza de los plasmidios y de ser
un proceso mas lento comparado con “kits” comerciales.

La liberacion del gen PsaA desde el plasmidio pETBIlue-1 fue realizada con las enzimas
de restriccion BamH | y Xho I; la eleccidn especifica de estas enzimas se debid a que al
analizar la secuencia del gen, no se observaron sitios de corte para ellas, siendo incluidas
por tanto, en el disefio de los partidores. En esta etapa, se encontraron dificultades en la
digestion del plasmidio PsaA/pETBIue-1, que se penso producto del tiempo de incubacion;
para esto se probaron diferentes tiempos sin lograr el resultado esperado. Durante el
proceso de digestion, en gel de agarosa el plasmidio se observé lineal, sin liberar el
fragmento o gen. Un plasmidio sin digestion normalmente puede presentar tres formas
(circular, sobre enrollado y lineal), cada uno con patrén de migracién diferente en gel de
agarosa; sin embargo, aquel plasmidio digerido, al menos con una enzima, solo presenta la
forma lineal. Un plasmidio que posea un gen bien insertado, digerido con las dos enzimas
especificas liberara el gen, quedando el plasmidio lineal y, se observara en gel de agarosa
dos bandas de distinto tamafio correspondientes al plasmidio y al gen. Debido a que el
empleo simultaneo de ambas enzimas de restriccién no libero el gen, se procedio a la
digestion del plasmidio con cada enzima en forma separada. Resultado de esto ultimo se
evidencié que BamH | no digeria y, de esta forma, se concluy6 que esta enzima estaba
degradada debido a un problema de temperatura en su almacenamiento (-20°C); un cambio
en la serie de esta enzima, permitid el corte esperado con la liberacién del fragmento en los
clones 8 y 13. El control negativo, como se esperaba, no liberé fragmento.

En cuanto a la ligacion del gen con el plasmidio de expresion pET-15b, ésta se logrd
exitosamente al analizar los plasmidios incorporados en las colonias de E. coli DH5a
obtenidas luego de su transformacion.

El utilizar plasmidios comerciales como son el pETBlue-1 y pET-15b que portan un
gen de resistencia a ampicilina y, medios de cultivo suplementados con este antibidtico, se
puede discriminar entre cepas bacterianas transformadas que crecen en estos medios de
cultivo, de aquellas bacterias que, al no incorporar el plasmidio son incapaces de crecer.
Ademas el plasmidio pETBIlue-1 permite diferenciar macroscopicamente colonias segun su
color, y asi seleccionar en forma rapida y segura aquellos clones que presentan un gen

inserto en el plasmidio.
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Las colonias obtenidas de la transformacion de E. coli DH5a con PsaA/pET-15b no
presentaron diferencias de color debido a que este plasmidio no posee la secuencia del gen
lacZ, necesario para la sintesis de la enzima B-galactosidasa, que utiliza los componentes
del agar LAXI; por lo mismo en esta etapa sélo se empled agar LB/a. El caldo LB/a y la
cepa de clonamiento E. coli DH5a son las mismas que utilizd Miyaji et al. (2002) para
clonar plasmidios, en la elaboracion de una vacuna DNA para uso humano.

Una vez obtenido y amplificado el gen PsaA ligado al plasmidio pET-15b (PsaA/pET-
15b), desde E. coli DH5a, y luego del largo proceso hasta aqui detallado, correspondio
estudiar si el PsaA/pET-15b, obtenido desde dos clones seleccionados, eran capaces de
inducir la sintesis de la proteina recombinante rPsaA, objetivo final de esta memoria de
titulo. Para ello, se insertaron ambos plasmidios en la bacteria E. coli BL21DE3 que
cumple con todos los requerimientos para expresar la proteina recombinante. Esta bacteria
se caracteriza por poseer el gen de la RNA polimerasa del fago T7, que transcribe la
informacién del gen PsaA inserto. El represor Lac, presente en el plasmidio pET-15b,
impide la expresion del gen PsaA. Este represor se inhibe en presencia de lactosa o algun
analogo como el IPTG; asi la T7 RNA polimerasa, puede transcribir la informacion del gen
PsaA y sintetizar la proteina (Sambroock, et al., 1989).

La expresion final obtenida en la bacteria E. coli BL21DE3 correspondio6 a una proteina
de peso aproximado a los 37 kDa. que es el descrito para la PsaA (Russell et al., 1990; Jado
et al., 2001; Seo et al., 2002); esta proteina fue obtenida tanto con el clon 4 como con el 6.
Los productos de ambos clones se pueden asimilar a los obtenidos por Pilling et al. (1998),
De et al. (2000), Gor et al. (2002), Seo et al. (2002), De et al. (2003), quienes utilizaron
otros serotipos de S. pneumoniae y metodologias diferentes para el mismo fin.

La purificacion de la proteina expresada tuvo dificultades, debido a una saturacién de la
columna que permitié que gran proporcién de la proteina no se pegara a la columna,
incluyéndose en la fraccion 1; asi el paso sucesivo de esta fraccion a través de la columna
luego de cada elusion, mejord la captacion de la proteina. La saturacion se debid
seguramente al poco volumen de resina utilizada para purificar una gran cantidad de
sedimento obtenido en la produccion de 10 L de cultivo.

El mismo método de purificacion, utilizando columna de afinidad de niquel y con

algunas modificaciones, fue utilizado por Pilling et al. (1998), Ogunniyi et al. (2000) y
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Rapola et al. (2000); estos autores quienes también lograron la purificacion de rPsaA,
tuvieron como objetivo su aplicacion para método diagndstico de infecciones por S.
pneumoniae; como también como inmundgeno para prevenir la colonizacion e infecciones
respiratorias por la misma bacteria.

La aplicacién de la técnica de Western blot permitié verificar que la proteina purificada
fue realmente la proveniente del gen inserto en el plasmidio pET-15b, debido a que
presentd los residuos de histidina que son reconocidos por el anticuerpo policlonal de
conejo anti His-Tag (6 Histidine).

La secuenciacion automatica del gen PsaA clonado en el plasmidio pET-15b, presento
un marco de lectura abierto de 930 pb., que es lo que se describe para este gen, junto a un
98% de identidad con otras secuencias descritas para este mismo gen, se puede afirmar que
la proteina, resultado de esta memoria es una rPsaA. Ademas hay que destacar que esta
secuencia presento cuatro regiones con identidades del 87%, 83%, 81% y 80% con el gen
de la proteina de S. equi homdloga con PsaA.

El resultado de este producto, por el antecedente de su naturaleza proteica, permite
inferir que su incorporacion en un hospedero, es capaz de generar anticuerpos contra ella y
posiblemente algun nivel protectivo contra el desafio con S. equi. Esta proyeccion, a la
fecha, no ha sido sefialada en la literatura.

Aunque se demostr6 que una rPsaA era indistinguible inmunolégicamente de una PsaA
nativa (De et al., 2003), es necesario realizar estudios de inmunidad, con la proteina aqui

obtenida, en distintos modelos animales tanto de laboratorio como en la especie equina.

CONCLUSION
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El gen PsaA de una cepa de Streptococcus pneumoniae de un caso clinico,
amplificado por técnica de PCR, resulté muy conservado, al compararlo con genes
PsaA de otras cepas de la misma especie descritos en la literatura.

El método de transformacion mediante shock térmico, es un procedimiento de bajo

costo, simple y que permite obtener eficientemente colonias transformadas.

El empleo de isopropiltiogalactésido (IPTG) induce especificamente la expresion de
la proteina PsaA en la cepa E. Coli BL21DE3.

La columna de afinidad de niquel permite purificar parcialmente proteinas con

residuos de histidina.

Mediante la metodologia utilizada en esta memoria de titulo, es posible obtener una
proteina PsaA recombinante casi idéntica a la nativa. Ademas esta metodologia

puede ser utilizada para obtener otras proteinas de microorganismos.

La proteina recombinante obtenida en experiencia experimental, puede ser
producida a un mayor volumen, permitiendo proyectar futuros estudios

inmunoldgicos en formulacion de vacunas o en métodos diagnésticos.
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ANEXO 1: Secuencia rPsaA
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541

601

661

721

781

841

901

Secuencia nucleotidica
atgaaaaaattaggtacattactcgttctctttctttctgcaatcattcttgtagcatgt
gctagcggaaaaaaagatacaacttctggtcaaaaactaaaagttgttgctacaaactca
atcatcgctgatattactaaaaatattgctggtgacaaaattgaccttcatagtatcgtt
ccgattgggcaagacccacacgaatacgaaccacttcctgaagacgttaagaaaacttcet
gaggctgatttgattttctataacggtatcaaccttgaaacaggtggcaatgcttggttt
acaaaattggtagaaaatgccaagaaaactgaaaacaaagactacttcgcagtcagcgac
ggcgttgatgttatctaccttgaaggtcaaaatgaaaaaggaaaagaagacccacacgct
tggcttaaccttgaaaacggtattatttttgctaaaaatatcgccaaacaattgagcgcec
aaagaccctaacaataaagaattctatgaaaaaaatctcaaagaatatactgataagtta
gacaaacttgataaagaaagtaaggataaatttaataagatccctgctgaaaagaaactc
attgtaaccagcgaaggagcattcaaatacttctctaaagcctatggtgttccaagtgcec
tacatctgggaaatcaatactgaagaagagggaactcctgaacaaatcaagaccttggtt
gaaaaacttcgccaaacaaaagttccatcactctttgtagaatcaagtgtggatgaccgt
ccaatgaaaactgtttctcaagacacaaacatcccaatctacgcacaaatctttactgat
tctatcgcagaacaaggtaaagaaggcgacagctactacagcatgatgaaatacaacctt

gacaaattgctgaaggattggcaaaataa

Secuencia Peptidica

MKKLGTLLVLFLSATILVACASGKKDTTSGOQKLKVVATNSTITADITKNIAGDKIDLHSIVPIGQ
DPHEYEPLPEDVKKTSEADLIFYNGINLETGGNAWFTKLVENAKKTENKDYFAVSDGVDVIYLE
GONEKGKEDPHAWLNLENGITFAKNIAKQLSAKDPNNKEFYEKNLKEYTDKLDKLDKESKDKEN
KIPAEKKLIVTSEGAFKYFSKAYGVPSAYI%%INTEEEGTPEQIKTLVEKLRQTKVPSLFVESS
VDDRPMKTVSODTNIPIYAQIFTDSTIAEQGKEGDSYYSMMKYNLDKLLKDWON




ANEXO 2: BLAST rPsaA/R6

rPsaA:

R6

rPsaA:

R6

rPsaA:

R6

rPsaA:

R6

rPsaA:

R6

rPsaA:

R6

rPsaA:

R6

rPsaA:

R6

rPsaA:

R6

61

61

121

121

181

181

241

241

301

301

361

361

421

421

481

481

atgaaaaaattaggtacattactcgttctctttctttctgcaatcattcttgtagecatgt

CErrrrrrerrrrerrererrerrrrrrrer ettt ettt et e
atgaaaaaattaggtacattactcgttctctttctttctgcaatcattecttgtagcatgt

gctagcggnnnnnnngatacaacttctggtcaaaaactaaaagttgttgctacaaactca

gctagcggaaaaaaagatacaacttctggtcaaaaactaaaagttgttgctacaaactca

atcatcgctgatattactaaaaatattgctggtgacaaaattgaccttcatagtatcgtt

CEETErrrrrrrrrrrrrr e e et rerr e ettt et r et e et et e
atcatcgctgatattactaaaaatattgctggtgacaaaattgaccttcatagtatcgtt

ccgattgggcaagacccacacgaatacgaaccacttcctgaagacgttaagaaaacttet

ccgattgggcaagacccacacgaatacgaaccacttcctgaagacgttaagaaaacttcet

gaggctgatttgattttctataacggtatcaaccttgaaacaggtggcaatgcttggttt

CErrrrrrerrrrerrerrrrererrrrrer ettt ettt et r el
gaggctgatttgattttctataacggtatcaaccttgaaacaggtggcaatgcttggttt

acaaaattggtagaaaatgccaagaaaactgaaaacaaagactacttcgcagtcagcgac

acaaaattggtagaaaatgccaagaaaactgaaaacaaagactacttcgcagtcagcgac

ggcgttgatgttatctaccttgaaggtcaaaatgaaaaaggaaaagaagacccacacgct

CErrrrrrerrrrerrer et e rrre et ettt et r el
ggcgttgatgttatctaccttgaaggtcaaaatgaaaaaggaaaagaagacccacacgct

tggcttaaccttgaaaacggtattatttttgctaaaaatatcgccaaacaattgagegec

CErrrrrrerrrrerrer et e rrre et ettt et r el
tggcttaaccttgaaaacggtattatttttgctaaaaatatcgccaaacaattgagcgcec

aaagaccctaacaataaagaattctatgnnnnnnntctcaaagaatatactgataagtta

aaagaccctaacaataaagaattctatgaaaaaaatctcaaagaatatactgataagtta
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rPsaA: 541 gacaaacttgataaagaaagtaaggataaatttaataagatccctgctgaaaagaaactc

R6 : 541 gacaaacttgataaagaaagtaaggataaatttaataagatccctgctgaaaagaaactc

rPsaA: 601 attgtaaccagcgaaggagcattcaaatacttctctaaagcctatggtgttccaagtgece

FErrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e e et ettt
R6 : 601 attgtaaccagcgaaggagcattcaaatacttctctaaagcecctatggtgttccaagtgcece

rPsaA: 661 tacatctgggaaatcaatactgaagaagagggaactcctgaacaaatcaagaccttggtt

FEErrrrrrrrrerrrerrrerrrerrer rrerrrrrr e et e et e e
R6 : 661 tacatctgggaaatcaatactgaagaagaaggaactcctgaacaaatcaagaccttggtt

rPsaA: 721 gaaaaacttcgccaaacaaaagttccatcactctttgtagaatcaagtgtggatgaccgt

CEETErrrrrrrrrrrrrr e e et rerr e ettt et r et e et et e
R6 : 721 gaaaaacttcgccaaacaaaagttccatcactctttgtagaatcaagtgtggatgaccgt

rPsaA: 781 ccaatgaaaactgtttctcaagacacaaacatcccaatctacgcacaaatctttactgat

R6 : 781 ccaatgaaaactgtttctcaagacacaaacatcccaatctacgcacaaatctttactgac

rPsaA: 841 tctatcgcagaacaaggtaaagaaggcgacagctactacagcatgatgaaatacaacctt
FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre

R6 : 841 tctatcgcagaacaaggtaaagaaggcgacagctactacagcatgatgaaatacaacctt

rpPsaA: 901 gacaa-attgctgaaggattggcaaaataa

CEEEE rrrrrrrrr et e e e
R6 : 901 gacaagattgctgaaggattggcaaaataa

Identidad entre rPsaA/R6=98% (913/930)

R6: S. pneumoniae R6. Secuencia obtenida por Hoskins et al., 2001. Publicado en la revista
J. Bacteriol. 183(19): 5709-5717 bajo el titulo: Genome of the bacterium Streptococcus
pneumoniae strain R6.
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ANEXO 3: BLAST rPsaA/equi

rPsaA:622

equi :581

rPsaA:682

equi :641

ttcaaatacttctctaaagcctatggtgttccaagtgcecctacatctgggaaatcaatact 681

CEErrrrrerrrr e rerrr et 1 LIEETEEr ettt
ttcaaatacttctcaaaagcttacggtgtcccatcagecctacatctgggaaatcaacact 640

gaagaagagggaactcctgaacaaat 707

CEErrrer rrrrrerr et
gaagaagaaggaactccggatcaaat 666

Identidad entre rPsaA/equi= 87% (75/86)

rPsaA:365

equi :324

rPsaA:425

equi :384

rPsaA:485

equi :444

ttgatgttatctaccttgaaggtcaaaatgaaaaaggaaaagaagacccacacgcttgge 424

FEErerr e rerer et e rerrerrrr e rrrrrrrr e e
ttgatgtgatttacctagaaggtgaaagtgaaaaaggcaaggaagaccctcatgcttggt 383

ttaaccttgaaaacggtattatttttgctaaaaatatcgccaaacaattgagcgccaaag 484

e R e e N N R R N
tgaatcttgaaaatggggttatctattcaaaaaatattgcaaagcaattgatcgctaaag 443

accctaa 491

accctaa 450

Identidad entre rPsaA/equi= 81% (103/127)

rPsaA:127

equi :86

rPsaA:187

equi :146

gctgatattactaaaaatattgctggtgacaaaattgaccttcatagtatcgttccgatt 186
R e N R R
gctgacatgactaaaaatattgcaggtgacaagattgacttgcacagcattgtgccgatt 145

gggcaaga 194
NN
ggtcaaga 153

Identidad entre rPsaA/equi= 83% (57/68)
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rPsaA:817 atctacgcacaaatctttactgattctatcgcagaacaaggtaaagaaggcgacagctac 876

R N N R RN
equi :776 atctatgcagaaatctttactgactctgtagccaaaaaaggccaagatggagacagctac 835

rPsaA:877 tacagcatgatgaaatacaaccttga-caaattgctgaaggattggcaaaataa 929

|l LI LTI CEErr rrrrerer e rrrrrrrnd
equi :836 tatgccatgatgaaatggaaccttgataaaatttctgaaggcttagcaaaataa 889

Identidad entre rPsaA/equi= 80% (92/114)

equi: S. equi. Secuencia obtenida por Harrington et al., 2000. publicado en la revista Infect.
Immun. 68(10): 6048-6051 bajo el titulo: Identification of lipoprotein homologues of
pneumococcal PsaA in the equine pathogens Streptococcus equi and Streptococcus
zooepidemicus.
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